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Alla mia famiglia
Capitolo 1
Introduzione
Introduzione
1.1 Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana è una piccola pianta erbacea annuale appartenente al-
la famiglia delle Brassicaceae; è tipica delle regioni temperate dell’Emisfero
Boreale e cresce spontaneamente su terreni incolti e aridi. Del genere Arabi-
dopsis, la specie thaliana è la più conosciuta e impiegata ai fini della ricerca.
Scoperta nel XVI secolo da Johannes Thal (da qui il nome thaliana) sulle
montagne di Harz, in Germania, inizialmente fu denominata Pilosella sili-
quosa, finché nel 1842 le fu assegnato definitivamente il nome attuale. Diver-
samente da molte altre specie appartenenti alla famiglia delle Brassicaceae,
come cavolfiore, ravanello e verza, Arabidopsis non è mai stata ritenuta una
pianta di interesse agronomico: gia nel 1799 il botanico e farmacista William
Curtis la aveva descritta come una pianta ”di nessuna particolare utilità né
virtù ”. Eppure, ormai da diversi decenni Arabidpssis è considerata la pianta
modello per eccellenza negli studi di fisiologia e genetica molecolare.
1.1.1 Perché Arabidopsis?
Tradizionalmente, gli studi sulla morfologia e fisiologia delle piante erano
compiuti su specie interessanti dal punto di vista agronomico; questo tipo
d’approccio però si manifestava dispersivo e l’esigenza di trovare un’unica
pianta su cui focalizzare gli studi si faceva sempre più forte. Arabidopsis fu
adottata per la prima volta come modello genetico nel 1943 da Laibach e poi
fu ripresa nel 1970 da Rédei. finalmente verso la fine degli anni settanta, la
comunità scientifica raggiunse un accordo e decise di eleggerla come pianta
modello ai fini della ricerca. Una molteplicità di caratteristiche la rende la
più rappresentativa per studiare processi comuni a tutte le piante:
• è di piccole dimensioni e quindi facile da crescere in laboratorio, dove
non sia possibile il campo aperto;
• ha un ciclo vitale molto breve, che varia dalle otto alle sedici settimane
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secondo le condizioni di crescita, con un tempo di germinazione di soli
due o tre giorni e uno sviluppo rapido;
• produce semi in gran quantità, fino a diecimila per ogni singola pianta,
rivelandosi così utile ad esperimenti genetici su ampia scala;
• permette la modifica dei parametri di luce, terreno e nutrienti per
studiarne gli effetti sulla crescita e sulla produzione di semi;
• si sviluppa, si riproduce e risponde a stress e malattie in modo molto
simile alle piante coltivate;
• è una pianta autogama, rendendo possibile il mantenimento di linee
pure omozigoti;
• il suo genoma è di sole 125 Mb, composto da ventiseimila geni, orga-
nizzati su cinque cromosomi, piccolo rispetto a quello delle maggiori
specie d’interesse agronomico come il riso o il mais;
• si presta efficientemente a processi di trasformazione mediante l’impiego
di Agrobacterium tumefaciens;
• è possibile generare mutanti attraverso l’utilizzo di un’ampia gamma
di mutanti biologici e chimici che determinano alterazioni casuali nelle
sequenze del DNA genomico: così sono state create numerose collezioni
di mutanti, caratterizzati da fenotipi diversi, attraverso inserzione di T-
DNA, modifica di singoli nucleotidi o inserzione di trasposoni all’interno
di una sequenza di DNA codificante.
1.1.2 Caratteristiche genetiche di Arabidopsis thaliana
Uno degli aspetti che ha reso Arabidopsis la Drosophila della biologia vegetale
è il suo genoma ed in particolare la ridotta dimensione di esso: stime relative al
contenuto di DNA aploide hanno dato come risultato 0,7 x 10 8 - 1,5 x 10 8 bp,
quindi molto limitato se confrontato con quello di altre specie vegetali quali
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Lilium longiflorum (3 x 10 11 bp) e Zea Mays (2,7 x 10 9 bp). Studi di biologia
molecolare hanno appurato che la maggior parte del DNA nelle piante con
genoma ampio è DNA ripetitivo. In Arabidopsis è stato riscontrato, invece,
un numero insolitamente alto di sequenze uniche (tra il 50% ed il 55%):
infatti, solo il 10% del DNA è altamente ripetitivo (Gutwiler et al., 1984;
Meyerowitz, 1987). Le regioni genomiche sequenziate (114,5 Mb delle 125
Mb complessive) contengono approssimativamente 25.000 geni (Rounsley et
al., 1996), con una densità media di un gene per 4,5 Kb. Le funzioni di
circa il 69% dei geni sono state classificate secondo similarità di sequenza con
proteine a funzione nota di altri organismi, dato che molti geni di Arabidopsis
hanno controparti con lo stesso ruolo in piante coltivate; solo il 9% è stato
caratterizzato sperimentalmente.
1.1.3 Ruolo di Arabidopsis nella ricerca
Le piante, quali organismi di importanza vitale per la sopravvivenza del-
l’uomo, rappresentano da sempre un oggetto di studio interessantissimo per
comprendere i complessi meccanismi che ne regolano i processi di crescita e
di sviluppo, la capacità di percepire e rispondere ai segnali ambientali. A tale
scopo sono state utilizzate prima piante di interesse agrario ed in seguito, ne-
gli anni settanta, è stata introdotta Arabidopsis come pianta modello grazie
alle sue vantaggiose caratteristiche. I primi esperimenti realizzati con l’utiliz-
zo di Arabidopsis risalgono al 1907, quando Friedrich Laibach, studiandone
le caratteristiche genetiche, riuscì ad individuare i 5 cromosomi in cui risulta
organizzato il genoma della pianta. Nel 1940, Erna Reinolz, studentessa di
Laibach, creò la prima collezione di mutanti di Arabidopsis. Tuttavia, solo
con l’avvento della moderna biologia molecolare l’interesse per questa è cre-
sciuto esponenzialmente e molti scienziati si dedicano da allora allo studio
approfondito delle sue caratteristiche. (Redei, 1970; 1975). L’affermato ruolo
di specie modello è stato sottolineato più volte negli anni ottanta, con la
pubblicazione di numerosi articoli nei quali venivano esaltate le potenzialità
relative ad Arabidopsis nell’ambito della ricerca sperimentale con importanti
8
Introduzione
scoperte in merito (Meinke, 1979; Sommerville, 1979). Risalgono a questo
periodo: la prima mappa dettagliata dei 5 cromosomi (Koorneef, 1983), la
dimostrazione delle dimensioni ridotte del genoma (Meyerowitz, 1985) ed in-
fine la messa a punto di metodologie di trasformazione mediate da Agrobac-
terium tumefaciens (An, 1986; Lloyd et al.,1986; Feldmann e Marks, 1987).
Negli anni novanta è stato ulteriormente confermato l’entusiasmo per l’ele-
zione di questa specie a pianta modello per eccellenza, tanto che proprio in
tale periodo sono nate numerose collaborazioni internazionali tra laboratori
di ricerca con l’intento di perseguire obiettivi importanti, tra cui il sequen-
ziamento dell’intero genoma entro la fine del secolo (Meinke, 1998). Dopo
il 1996, grazie all’Arabidopsis Genome Initiative (AGI), che ha coinvolto 15
laboratori dislocati in Europa, Giappone e Stati Uniti, sono stati raggiunti
due importanti traguardi:
• la pubblicazione della sequenza dei cromosomi 2 e 3, nel 1999;
• la pubblicazione della sequenza dei cromosomi 1, 4 e 5 (Arabidopsis
Genome Initiative).
Da allora, moltissime linee di mutanti sono state prodotte e collezionate pres-
so i laboratori di tutto il modo e sono oggi disponibili presso i due principali
centri di raccolta: l’Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) dell’U-
niversità di Stato dell’Ohio (http://aims.csp.msu.edu/aims) (School et al.,
1999) e il Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC) (http://nasc.nott.ac.uk)
(Wilson et al.,1999). Attualmente presso il NASC, sono depositate circa
140.000 linee di inserzione tra T-DNA e trasposon tagged, nell’ambito delle
quali quelle più numerose sono (Feldmann (McKinney et al., 1995; Azpiroz-
Leehan and Feldmann, 1997; Dilkes and Feldmann, 1998), INTRA-Versailles
(Bechold et al., 1993; Bouchez et al., 1993), Jack (http://www.dartmouth.
edu/tjack/), Le Clere and Bartel(Le Clere and Bartel,2001), Scheible and
Sommerville e Weigel(http://www.salk.edu/LABS/pbiow/index.html). Il se-
quenziamento dell’intero genoma di una pianta modello costituisce un pas-
so indispensabile per realizzare un miglioramento più efficiente delle specie
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coltivate ed intraprendere nuovi percorsi di ricerca. La scoperta della localiz-
zazione e della funzione di tutti i geni di Arabidopsis serviranno a studiare
mutazioni, grazie alle tecnologie della genetica inversa e del micro-array, a
comprendere le vie metaboliche delle piante e ad identificare i geni che con-
trollano gli stessi processi in piante coltivate più complesse. L’obiettivo del-
l’utilizzo di una pianta modello è, infatti, proprio quella di estendere alle altre
piante le conoscenze acquisite grazie ad essa e sfruttarle per il miglioramento
delle colture. Questo è applicabile molto bene con Arabidopsis thaliana visto
che, nonostante sia una dicotiledone, essa presenta molte analogie genetiche
anche con monocotiledoni come i cereali: dal suo studio perciò si possono
ottenere informazioni utili riguardo alle maggiori specie coltivate.
1.2 La fioritura
La comparsa dei fiori, che stagionalmente si ripete su gran parte delle piante
superiori, ha sempre suscitato grande attrazione e quindi non sorprende che
questo aspetto della vita delle piante sia molto studiato. Le ricerche sono
state sollecitate anche dal forte significato pratico della fioritura: la qualità
decorativa dei fiori ha determinato la coltivazione di molte piante ornamen-
tali e l’utilizzo di semi e frutti per alimentazione e altri scopi umani ha dato
grande importanza alla produzione agraria. Nonostante l’enorme quantità di
studi su questo fenomeno, non siamo ancora in grado di conoscere con esat-
tezza i meccanismi fisiologici, biochimici e genetici che vi sono alla base. La
prima domanda che i ricercatori si sono posti è stata: quali fattori influenza-
no la fioritura? L’antesi fiorale, infatti, non è altro che l’ultima fase di una
complessa serie di eventi, grazie ai quali si verifica uno dei più significativi
fenomeni di differenziamento del mondo vegetale: il passaggio dalla fase di
crescita vegetativa a quella di sviluppo riproduttivo (Alpi A. et al., 2004). Il
passaggio a fioritura può essere quindi un cambiamento notevole nella vita
di una pianta: in molte specie segna la fine della crescita vegetativa e l’i-
nizio dello sviluppo riproduttivo; in altre, come molte perenni, lo sviluppo
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riproduttivo avviene in certe zone della pianta, mentre la crescita vegetati-
va continua nella restante parte dell’organismo. La transizione avviene nei
meristemi apicali che, sotto appropriati segnali ambientali o interni, sono ri-
programmati per produrre l’infiorescenza o gli organi fiorali, piuttosto che
quelli vegetativi (Howell S. H., 1998). Sebbene i cambiamenti morfologici che
portano alla formazione dei primordi fiorali avvengano nel meristema apicale
dei germogli, gli eventi che inducono a tali cambiamenti sono innescati da
segnali biochimici che giungono all’apice da altre parti della pianta, preva-
lentemente dalle foglie. I fattori che intervengono sulla determinazione del
passaggio di fase dell’apice meristematico si raggruppano essenzialmente in
due categorie:
• i fattori endogeni, come il ritmo circadiano e gli ormoni;
• i fattori esogeni, quali la durata del giorno e la temperatura.
Una delle sfide più importanti della biologia vegetale è da sempre quella di
riuscire a decifrare la complessa rete di questi stimoli, per poter poi stabilire
le basi biochimiche dell’induzione della fioritura. Per adesso è stato accertato
il fatto che nel passaggio a fase riproduttiva sarebbero coinvolti una serie
di fattori interagenti che comprendono essenzialmente carboidrati ed ormoni
(Bernier,1988). Per quanto riguarda i carboidrati è stato osservato che essi
svolgono un importante ruolo nella regolazione genica, dimostrato dal fatto
che, sottoponendo ad un solo giorno lungo, o ad una serie di giorni brevi, una
pianta di Sinapis alba, si assiste ad un incremento della concentrazione di sac-
carosio nel succo floematico che giunge all’apice. Questa traslocazione precede
la fase di incremento delle cellule che subiscono mitosi e che è osservata nel
meristema apicale, in corrispondenza della formazione dei primordi fiorali. Il
coinvolgimento di sostanze ormonali nel processo di induzione alla fioritura
nelle piante fu proposto da Mikhail Chailakhyan già negli anni trenta, il qua-
le postulò l’esistenza di un ormone della fioritura che chiamò ”florigeno”. I
numerosi tentativi di isolare questa sostanza si sono conclusi senza successo,
nonostante sussistano dati di prove sperimentali che inequivocabilmente indi-
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cano la presenza di un fattore trasmissibile capace di regolare il processo. Gli
ormoni su cui i ricercatori hanno focalizzato l’attenzione sono le gibberelline
e l’etilene. Le prime svolgono un ruolo determinante nel processo di fioritura:
gibberelline somministrate esogenamente in specie brevidiurne sono in gra-
do di sostituire l’induzione fotoperiodica, mentre in altre che richiedono un
periodo di freddo, possono mimare parzialmente o completamente il segnale
della bassa temperatura. L’etilene, insieme a sostanze che lo liberano, è in-
vece responsabile di una marcata induzione alla fioritura, che, però, sembra
essere limitata ai soli membri delle Bromeliaceae. Di conseguenza, anche le
auxine, indirettamente, possono esercitare funzione di stimolo sulla fioritura
dello stesso gruppo di piante. Esse, però, sono anche in grado di esplicare
un’azione inibente sulla fioritura di piante brevidiurne. I risultati ottenuti
a tale riguardo possono tuttavia considerarsi poco significativi, dato che le
auxine impiegate sono sintetiche e le concentrazioni utilizzate sono molto
più elevate di quelle riscontrate in natura per l’acido indolacetico. Oltre alle
gibberelline e all’etilene, sono stati osservati anche effetti legati al probabile
coinvolgimento delle citochinine in Sinapis alba, dai quali è però emerso che,
sebbene esse costituiscano una componente dello stimolo fiorale, non sono
in grado da sole di indurre la fioritura. Infatti, uno dei primi eventi legati
all’induzione fotoperiodica che si realizza nell’apice del germoglio, è l’aumen-
to dell’attività mitotica. Applicando citochinine all’apice del germoglio della
pianta longidiurna Sinapis alba, si assiste ad un aumento del numero di cel-
lule che vanno incontro a mitosi simile a quello causato dall’esposizione di
un solo giorno lungo, ma non si ha la fioritura. E’ stato attribuito un ruo-
lo importante anche ad altri potenziali componenti dello stimolo, come ad
esempio le poliammine. Infatti, nella promozione della fioritura di specie lon-
gidiurne, nel succo floematico proveniente dalle foglie è stato osservato un
aumento della concentrazione di putrescina, la principale delle poliammine.
È stato visto che, inibendo la sintesi di questo composto, è inibita anche la
fioritura (Havelange et al., 1996). I numerosi risultati, ottenuti nell’identifi-
cazione delle varie sostanze responsabili dell’induzione alla fioritura, si sono
12
Introduzione
rivelati importanti, ma ancora non sufficienti, al fine di delineare con preci-
sione i complessi meccanismi di interazione alla base della loro azione. Se per
alcune piante il processo di fioritura è una risposta strettamente associata a
fattori di sviluppo interni e quindi indipendente dalle condizioni dell’ambien-
te circostante (regolazione autonoma), nella maggior parte delle specie, la
tempistica della fioritura è principalmente influenzata da fattori ambientali,
induttivi, che servono a comunicare il momento dell’anno e/o le condizioni
di crescita favorevoli per la riproduzione sessuale e la maturazione del seme.
E’stato osservato che il passaggio a sviluppo riproduttivo difficilmente è do-
vuto all’azione di un singolo elemento, bensì all’interazione di più concause.
Questi fattori includono: fotoperiodo, qualità della luce, quantità della luce,
vernalizzazione, disponibilità di nutrienti ed acqua (Levy Y. Y. and Dean C.,
1998).
Per fotoperiodismo si intende la risposta biologica che si manifesta al
variare del rapporto tra le ore di luce e di buio all’interno del ciclo giorna-
liero di 24 ore. Fenomeni fotoperiodici sono stati osservati sia negli animali
che nelle piante. In queste ultime le risposte controllate dalla lunghezza del
giorno sono molteplici e comprendono: l’inizio della formazione dei fiori ed il
loro successivo sviluppo, la riproduzione sessuale, la formazione degli organi
di riserva e l’imposizione della dormienza (Vince-Prue, 1975). Gli studi ef-
fettuati al fine di comprendere il meccanismo attraverso cui la lunghezza del
giorno promuova la fioritura, hanno portato a distinguere le piante in due
categorie:
• le brevidiurne, che fioriscono quando la lunghezza del giorno è inferiore
ad una durata critica, specifica per ogni specie, all’interno di un ciclo
giornaliero di 24 ore;
• le longidiurne, che fioriscono quando le ore di luce sono quantitativa-
mente uguali o superiori ad un valore critico per quella specie.
Il trattamento di piante brevi- e longidiurne con differenti fotoperiodi ha di-
mostrato che la variabile critica è la durata del periodo di buio. Nonostante
13
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i meccanismi scaturiti dallo stimolo fotoperiodico non siano ancora del tutto
chiari, un aspetto accertato è che la percezione avviene nella foglia: da questo
organo partirebbe la trasmissione di un segnale, ancora sconosciuto, traspor-
tato attraverso il floema al resto della pianta, che regola il passaggio alla
fioritura dall’apice al germoglio (Zeevart e Boyer, 1987). La luce influenza la
transizione non solo in rapporto al buio, ma anche per le sue caratteristiche
proprie, qualitative, cioè per la sua composizione spettrale, e quantitative,
vale a dire per la densità di fotoni. Il controllo fotoperiodico della fioritura
è pensato essere mediato dall’interazione di fotorecettori, come fitocromo e
criptocromo, e un meccanismo ad orologio o “ritmo circadiano”. I fotorecetto-
ri svolgono un ruolo nel collocare la fase del ritmo circadiano, determinando
la sensibilità delle piante alla qualità della luce e quindi influenzando diret-
tamente la fioritura. L’importanza della qualità della luce nella fioritura è
determinata dal meccanismo della sua percezione: la luce blu e rosso-lontano
sono conosciute per essere efficaci nel promuovere la fioritura, più della luce
rossa. e il rapporto tra luce rossa e luce rosso-lontana determina lo stato di
fitocromo nella pianta. Tuttavia, la luce non è un prerequisito per la fioritura,
poiché la fioritura avviene rapidamente in condizioni di buio completo, quan-
do sufficienti carboidrati sono forniti al meristema del germoglio in crescita
( Madueño F. et al., 96; Rédei G.P. et al, 1974). Una più alta intensità della
luce, inoltre, promuove la fioritura probabilmente attraverso i suoi effetti sul
contenuto di carboidrati (Bagnall D. J., 1992; King R. W. and Bagnall D. J.,
1996). L’altro importante fattore induttivo della fioritura è la vernalizzazio-
ne, vale a dire quel fenomeno di stimolo esercitato dalle basse temperature.
Anche in questo caso, come nel precedente, le piante non compiono il pas-
saggio di fase se prima non si sono realizzate le condizioni appropriate. La
sensibilità alle basse temperature si manifesta nelle varie specie ad età diver-
se. Il sito di percezione dello stimolo sulla pianta è invece sempre lo stesso:
l’apice del germoglio (Thomas e Vince-Prue, 1984). Un aspetto interessante
legato ai due processi induttivi è la loro possibile interazione: spesso, infatti,
la necessità della vernalizzazione è legata alla richiesta di un particolare fo-
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toperiodo (Napp-Zinn, 1984). La combinazione più comune è la necessità di
basse temperature seguita dalla richiesta di lunghe giornate (es. cereali ver-
nini).In numerose specie l’esposizione a giornate brevi riesce a sopperire al
fabbisogno di freddo: questo è un caso in cui la relazione tra vernalizzazione
e fotoperiodismo è ancora sconosciuta.
La fioritura può anche essere indotta da stress come la deficienza di nu-
trienti, la siccità ed il sovraffollamento. Questa risposta mette in grado la
pianta di produrre semi, che sono molto più capaci di sopravvivere agli stress
della pianta stessa. L’evoluzione di sistemi di controllo interni (autonomi) ed
esterni (sensibili all’ambiente) ha reso le piante capaci di regolare attenta-
mente il tempo della loro fioritura, affinché essa si realizzi nel momento più
opportuno per il successo riproduttivo. Poiché molte specie devono raggiun-
gere una certa età o grandezza prima di poter fiorire, si pensa che prima il
meristema vegetativo debba passare attraverso una fase giovanile in cui non è
capace di rispondere a segnali interni od esterni che innescano la fioritura in
un meristema adulto (Levy Y. Y. e Dean C., 1998). L’acquisizione della com-
petenza riproduttiva è spesso segnata da cambi nella morfologia o fisiologia
delle strutture vegetative (la forma della foglia offre un esempio) in un pro-
cesso conosciuto come “cambio di fase vegetativa” (Lawson e Poethig, 1995).
È probabile che alcuni dei geni, identificati come importanti nel controllare
la transizione da sviluppo vegetativo a riproduttivo, siano anche coinvolti
nel cambio di fase vegetativa. Comunque, il meristema apicale del germoglio
nelle piante non è irreversibilmente affidato allo sviluppo riproduttivo una
volta che la fioritura è cominciata. In alcuni genotipi, sotto alcune condizio-
ni ambientali, i germogli fogliari sono formati dopo i fiori in un fenomeno
detto ”reversione dell’infiorescenza” (Pouteau et al., 1997). Questa osserva-
zione implica che i geni e i processi coinvolti nella transizione a fiore sono
richiesti per iniziare e mantenere lo sviluppo fiorale. Il piano generale della
pianta è stabilito durante l’embriogenesi, quando le regioni meristematiche
indifferenziate di radici e germogli sono separate.
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Comunque, la maggior parte dello sviluppo della pianta avviene in seguito,
attraverso la produzione ripetitiva dei primordi degli organi nei meristemi
apicali dei germogli. In molte specie, il meristema apicale del germoglio porta
inizialmente organi vegetativi come le foglie, ma in alcuni momenti effettua
il passaggio a sviluppo riproduttivo con la formazione del fiore (Y. Y. Levy
e C. Dean, 1998). Nel corso degli anni, gli studi fisiologici hanno portato a
tre modelli per il controllo del tempo di fioritura (Bernier G., 1988; Thomas
B. and Vince-Prue D., 1997):
1. il concetto del ”florigeno”, introdotto nel 1930 da Chailakhian, basa-
to sulla trasmissibilità di sostanze o segnali attraverso la pianta tra i
germogli riproduttivi donatori e i germogli vegetali riceventi. È stato
proposto che il florigeno, come ormone promotore del fiore, fosse prodot-
to specificamente nelle foglie in fotoperiodi favorevoli e trasportato nel
floema agli apici del germoglio. L’identificazione di un inibitore fiorale
trasmissibile nella pianta porta inoltre al concetto di un ”antiflorigeno”
competitore. Molti anni di ricerca sono stati consumati inseguendo il
florigeno, ma la sua natura chimica è rimasta elusiva. L’incapacità di
separare gli ipotetici ormoni della fioritura dagli assimilati porta ad un
secondo modello:
2. l’ipotesi di “deviazione di nutrienti” (Sachs R.M. and Hackett E. P.,
1983; Bernier, 1988). L’induzione fotoperiodica causa una modifica del-
la partizione degli assimilati che sarebbero parzialmente diretti verso
il meristema apicale, che a sua volta induce la fioritura. Sicuramente
durante il passaggio di fase dei meristemi apicali c’è una certa ridistribu-
zione dei fotosintati, ma questa è causa o conseguenza della transizione
a fiore? La visione che gli assimilati sono il solo importante componente
nel dirigere la transizione a fioritura è stata superata da:
3. il modello di “controllo multifattoriale” che propone che la partecipa-
zione di tutte le componenti, ormonali e nutritive, sia coinvolta nel
controllare la transizione dello sviluppo (Bernier, 1988). In accordo con
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questo modello, la fioritura può avvenire solo quando i fattori impor-
tanti sono presenti nell’apice in concentrazioni appropriate ed in tempi
giusti. Questo modello tiene conto della diversità delle risposte alla fio-
ritura, proponendo che diversi fattori possano essere limitanti per la
fioritura in diversi background genetici e/o sotto particolari condizioni
ambientali.
Le analisi genetiche del tempo di fioritura effettuate su Arabidopsis suppor-
tano l’ipotesi che la transizione a fiore sia sotto il controllo multifattoriale:
infatti, geni multipli che controllano il tempo di fioritura sono identificati in
questa specie. Inoltre, alcuni di questi geni agiscono per promuovere la fiori-
tura ed altri per reprimerla; alcuni interagiscono con le variabili ambientali
ed altri sembrano agire autonomamente. I passi in avanti più recenti nella
nostra conoscenza del controllo genetico del periodo della fioritura vengono
da lavori su Arabidopsis. Questa area di ricerca è stata esplorata da molti
autori e sono emerse scoperte chiave (Martinez-Zapater et al., 1994; Haughn
et al., 1995; Weigel, 1995; Dennis et al., 1996; Hicks et al., 1996; Madueno et
al., 1996; Peeters and Koornneef, 1996; Wilson and Dean, 1996; Coupland,
1997; Koornneef et al., 1998b; Levy and Dean, 1998; Pineiro and Coupland,
1998).
1.2.1 Lo sviluppo del fiore
Le conoscenze sulle basi genetiche del processo di sviluppo del fiore, acquisi-
te grazie alla biologia moderna, ci hanno permesso di sviluppare un modello
teorico per cercare di comprendere le forze che lo controllano e dare senso
al vasto numero di mutanti in Arabidopsis. La formazione del fiore è una
funzione che viene espletata dai meristemi fiorali. Durante la fioritura il me-
ristema apicale caulinare termina il proprio sviluppo vegetativo per diventare
meristema fiorale: prima del passaggio a fiore forma foglie, internodi e gem-
me ascellari; dopo la transizione, forma brattee fiorali, fiori ed infiorescenze.
I primordi degli organi fiorali sviluppano in spirali concentriche, partendo
dal verticillo più esterno: prima nascono i primordi dei sepali, nel verticillo
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più esterno, attorno alla periferia della cupola del meristema; i primordi dei
petali emergono vicino, in posizione alternata con i sepali; i primordi degli
stami appaiono simultaneamente, in posizione alternata, con i petali e infine,
i primordi dei carpelli nella spirale più interna. In generale, sepali e petali
sono dorsoventrali quasi dal principio, mentre gli stami ed i carpelli sono
radicalmente simmetrici durante i primi stadi di sviluppo. In piante, come
Arabidopsis, che portano i fiori su un infiorescenza, ci sono due transizioni:
una per formare le infiorescenze ed una per produrre i fiori. Le due tran-
sizioni sono processi separati che possono essere distinti geneticamente. La
fioritura può coinvolgere un cambiamento da crescita indeterminata a deter-
minata. Secondo le specie, il cambiamento a crescita determinata avviene o
al passaggio da meristema vegetativo a meristema dell’infiorescenza oppure
al passaggio da infiorescenza a fiore (Howell S. H., 1998). In alcune specie,
la crescita dell’infiorescenza è indeterminata e i fiori sono formati su rami-
ficazioni laterali o infiorescenze e non da gemme terminali (Bradley et al.,
1997). In specie determinate, la transizione fiorale significa la fine della cre-
scita indeterminata e l’infiorescenza forma un fiore terminale che blocca ogni
ulteriore crescita dell’infiorescenza. Un meristema si può considerare deter-
minato quando, a seguito di precise condizioni, è indotto un cambiamento nel
suo programma di sviluppo e questa nuova situazione persiste anche quando
le condizioni induttive sono rimosse. La terminazione della crescita correla
con una perdita di cellule con potenziale proliferativo al centro del meristema
fiorale durante lo sviluppo del fiore: tali cellule sono convertite o sostituite da
cellule che differenziano in organi fiorali. Le mutazioni che interferiscono con
lo sviluppo dei carpelli, che sono gli organi fiorali più centrali, alcune volte
conferiscono crescita indeterminata. La formazione dei carpelli e la crescita
determinata sono comunque geneticamente separabili. I mutanti trovati in
Arabidopis in cui i carpelli sono formati, hanno tuttavia sviluppo del fiore
indeterminato e all’interno dei carpelli sono prodotte ripetizioni di altri or-
gani fiorali (Sieburth et al., 1995). La determinazione nello sviluppo del fiore
non è quindi semplicemente la conseguenza di uno svuotamento delle cellu-
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le proliferative nel meristema dovuto alla formazione dei carpelli. Conoscere
cosa controlla la transizione a fiore è un aspetto fondamentale nella biologia
dello sviluppo, ma è anche di interesse pratico in floricoltura e agricoltura.
C’è un enorme letteratura riguardo al controllo della fioritura, ma un modello
fisiologico unico non è ancora stato ben delineato.
1.2.2 Il controllo dell’epoca di fioritura
Il successo riproduttivo delle varietà delle piante è spesso dipendente dal
loro tempo di fioritura che è adattato all’ambiente nel quale esse crescono,
chiamando in gioco fattori quali la temperatura e la durata del giorno. La
lunghezza del giorno è percepita delle foglie ed un segnale è trasmesso da
esse agli apici dei germogli (King R. W. and Zeevart J. A. D., 1973; Lang
et al., 1977). In risposta ad un cambiamento fotoperiodico, alterazioni delle
percentuali di divisione cellulare cambiano la forma dei meristemi apicali dei
germogli, e i primordi prodotti ai lati dei meristemi formano fiori piuttosto
che foglie. Il segnale che origina dalle foglie può agire direttamente sui pri-
mordi esistenti per alterare la loro identità: questo è suggerito dalla rapidità
di cambiamento quando si passa ad un fotoperiodo induttivo. Agendo diret-
tamente per influenzare lo sviluppo del primordio, un’esposizione transiente
delle piante ad un fotoperiodo induttivo causa la loro conversione irreversibile
a status riproduttivo, anche dopo che il trattamento induttivo è terminato.
La presenza continua di un segnale induttivo è richiesta però per prevenire
la reversione a stato vegetativo. L’esposizione ad un fotoperiodo induttivo
causa allora o un’espressione persistente dello stimolo fiorale anche dopo il
ritorno ad fotoperiodo originario, oppure un cambio nell’identità del meriste-
ma apicale così che esso è convertito stabilmente a primordio fiorale. Perché
il meristema sia destinato a formare fiori, è però indispensabile che la pian-
ta abbia sviluppato un numero di foglie pari o superiore a 4-6 (Piñeiro M.
and Coupland G., 1998). Si potrebbe pensare che, una volta che una gemma
apicale è stata indotta a fiore, tutte le strutture che ne derivano siano ripro-
duttive. In realtà, non è esattamente così: il meristema apicale può essere
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indotto a fiore, ma altri primordi, che da esso si originano, possono essere
vegetativi e non riproduttivi. La determinazione dell’identità del meristema
apicale pone il problema del coordinamento tra le varie cellule del meriste-
ma ai fini dell’organizzazione della struttura fiorale. Un qualche segnale deve
arrivare al meristema apicale, determinandone il suo passaggio a fiore, ma,
quale componente cellulare del meristema riceve questo segnale e, come si
comportano le cellule tra di loro per dare origine ad un’infiorescenza?
La dimostrazione che l’identità del meristema è separata dall’identità del-
le strutture da esso derivate, viene dall’esame del primordio fiorale di Arabi-
dopsis. Nel meristema caulinare di gran parte delle Angiosperme si trovano
3 strati cellulari:
1. L1, composto da cellule che si dividono anticlinalmente e daranno
origine all’epidermide della pianta;
2. L2, anch’esso composto da cellule che si dividono anticlinalmente, ma
che formeranno le cellule della linea germinale;
3. L3, le cui cellule si dividono su tutti i piani e che contribuiranno insieme
alle cellule di L2 a costruire i tessuti interni delle piante.
Questa struttura a strati si mantiene anche nel passaggio di fase, durante il
quale le cellule appartenenti ai diversi strati si potranno influenzare: a se-
guito dello studio cito-genetico e morfo-anatomico delle chimere, si è potuto
accertare che i vari strati si scambiano segnali capaci di consentire il normale
sviluppo fiorale anche se in situazioni chimeriche molto complesse. Se il si-
stema dei segnali è alterato, lo sviluppo fiorale sarà anomalo (Alpi A., 2004).
Per ottenere una riproduzione sessuale di successo, le piante devono essere
in grado di fiorire in condizioni ambientali favorevoli e la propria epoca di
fioritura è quindi di grande valore adattativo. I fisiologi hanno studiato que-
sto importante processo giocando sui fattori ambientali che lo influenzano
e analizzando le conseguenze morfologiche, fisiologiche e biochimiche di va-
ri trattamenti induttivi. Più recentemente è stata utilizzata la genetica per
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studiare il meccanismo d’iniziazione fiorale analizzando le variazioni tra le
specie.
1.2.3 Le basi genetiche della fioritura
La comprensione del controllo genetico e delle basi molecolari dello sviluppo
fiorale è ancora incompleta. Un approccio genetico sistematico per identifica-
re i geni coinvolti nella transizione a fiore è stato sviluppato con Arabidopsis :
gli studi hanno consentito la scoperta di una gerarchia di geni che funzio-
nano insieme per promuovere e regolare l’organogenesi fiorale: sono i geni
che presiedono all’identità del meristema ed i geni che presiedono all’identità
degli organi fiorali che da esso si originano, e sono detti omeotici, poiché una
mutazione a carico di essi determina una conversione di un organo fiorale
in un altro. Il fiore è strutturato in quattro spirali concentriche di organi,
che all’interno di esse assumono diverse identità nel fiore normale: i sepali
sono trovati nella prima spirale, i petali nella seconda, gli stami nella terza
ed i carpelli nella quarta. I mutanti, che sviluppano organi giusti in una po-
sizione scorretta, portano all’idea che lo sviluppo del fiore è un processo di
formazione di un modello geneticamente costituito, essi sono detti mutanti
omeotici (Bowman et al., 1989). I geni dell’identità del meristema influen-
zano generalmente quattro aspetti fondamentali della crescita delle piante e
cioè: il tipo di sviluppo (vegetativo o riproduttivo), la lunghezza degli in-
ternodi, la filotassi ed il tipo di crescita (determinata o indeterminata). Essi
influenzano, quindi, il meristema nella sua globalità. La comprensione della
base genica che presiede all’identità dei singoli organi fiorali è stata facilita-
ta dalla creazione di molti mutanti in Arabidopsis ed Antirrhinum (Alpi A.,
2004). I geni che promuovono la fioritura in Arabidopsis sono stati identificati
perché, incrociando diversi ecotipi, sono state scoperte mutazioni che influi-
scono sull’epoca di fioritura e variazioni genetiche che causano simili effetti:
gli alleli che causano ritardo della fioritura allungano la durata della cresci-
ta vegetativa e quindi aumentano il numero di foglie che si formano prima
dello sviluppo dei fiori. Studi sulle funzioni e sulle interazioni genetiche alla
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Figura 1.1: Modello a quartetto
base dell’ ontogenesi continuano a fornire una gran quantità di informazioni
verso la conoscenza di meccanismi molecolari attraverso i quali è evoluta la
diversità di morfologia dei fiori (Ferrario S, Immink R. G. H. e Angenent
G. C., 2004). In particolare, regolatori chiave come ad esempio i fattori di
trascrizione possono interessare i biologi dello sviluppo e rispondere alle do-
mande degli evoluzionisti. Tra i fattori di trascrizione delle piante, le proteine
MADS-box sono i giocatori principali nel controllo della architettura fiorale,
dell’induzione del fiore e dello sviluppo vegetativo: sembra che essi agiscano
in maniera combinatoria, formando complessi composti da 2-4 diversi membri
della famiglia in un modello “a quartetto”. I geni che codificano le protei-
ne MADs-box sono perciò di grande importanza per studi evolutivi e dello
sviluppo (Theissen G et al.,2000; Ng M e Yanofsky MF, 2001; Shepard KA
e Purugganan MD,2002). Il programma di sviluppo alla base dell’ontogenesi
fiorale sembra essere completamente conservato, benché sia stato studiato in
modo estensivo solo in poche specie (Lohmann JU e Weigel D, 2002; Schwarz-
Sommer Z, Davies B, Hudson A,2003; Fornara F, Marziani G, Mizzi L, Kater
M, Colombo L,2003). Analisi genetiche e molecolari sono state fatte su diversi
mutanti fiorali omeotici delle specie eucotiledoni Antirrhinum majus e Ara-
bidopsis thaliana, circa i fattori di trascrizione MADS-box come regolatori
della morfogenesi fiorale. Nel 1991, è stato proposto da Weigel e Meyerowi-
tz un modello genetico che considera l’identità delle quattro spirali del fiore
tipico delle eucotiledoni (Weigel D. and Meyerowitz E. M., 1994): questo
descrive 3 classi di geni omeotici che determinano l’identità dei vari organi
fiorali. Da allora il modello, chiamato “Modello ABC” è diventato il punto di
inizio per ogni studio riguardante la formazione del fiore e campionamento
nelle angiosperme. Nel 1995 è stata aggiunta la funzione D per specifica-
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re l’identità degli ovuli che sono di conseguenza considerati organi separati
(Colombo L. et al., 1995). Nel 2000 entra a far parte del modello la classe E
contenente i geni cofattori responsabili dell’identità delle 3 spirali più interne
(Pelas S. et al., 2000; Theissen G e Saedler H, 2001). In ciascuna spirale, è
espressa una diversa combinazione di uno o più geni omeotici e la particolare
combinazione di funzioni determina l’identità dell’organo in ciascuna spirale.
Le lettere A, B, C, D ed E rappresentano le cinque classi di geni regolatori
responsabili delle cinque funzioni omeotiche necessarie per il funzionamento
del meccanismo genetico che controlla l’identità degli organi fiorali e la de-
terminazione ed il mantenimento del meristema fiorale (Ferrario S, Immink
R. G. H. e Angenent G. C., 2004). In una prima fase operano i geni che pro-
muovono la trasformazione del meristema da vegetativo a riproduttivo; in
una successiva fase intervengono i geni che determinano l’identità dei singoli
organi fiorali. I primi sono gerarchicamente più importanti in quanto da essi
dipende l’attivazione dei geni della seconda fase. Le cinque classi di geni sono
intercorrelate: gli effetti della loro espressione genica possono sovrapporsi. Di
fatto, in ciascuna spirale è espressione una diversa combinazione di uno o più
geni omeotici e la particolare combinazione di funzioni determina l’identità
dell’organo in ciascuna spirale. La funzione dei geni di classe A necessaria
per la corretta formazione dei sepali; A, B ed E per i petali; B, C ed E per gli
stami; C ed E per i carpelli; C, D ed E per gli ovuli. Data la caratteristica
interrelazione delle cinque classi e per lo specifico legame tra i geni omeotici
e l’identificazione degli organi fiorali, è stato possibile determinare la diversa
espressione nei mutanti per la funzione dei geni. Nei mutanti per la classe
A, la funzione C prende il posto di A nelle spirali 1 e 2. Nei mutanti per la
classe B, le prime due spirali sono composte da sepali, e la terza e quarta di
carpelli. Nei mutanti per C, in contrapposizione da quelli per A, la funzione
A è attiva in tutte le spirali fiorali: i petali sono formati nella seconda e nella
terza ed il fiore diventa indeterminato con il risultato di un’iterazione del
programma fiorale e la produzione di una nuova gemma nel centro del fiore.
Infatti i geni delle classi A e C competono tra loro e in questo mutuamente
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Figura 1.2: Modello ABCDE
escludono ciascun l’altro dal funzionare in una stessa spirale. Nei mutanti D,
gli ovuli nella quinta spirale sono convertiti in organi carpelloidali. Infine, nei
mutanti per la classe E, sono prodotti solo i sepali e, come nei mutanti per
C, i fiori diventano indeterminati e formano una nuova gemma fiorale dalla
regione meristematico centrale.
1.2.4 La fioritura in Arabidopsis
Da sviluppo vegetativo a infiorescenza
Arabidopsis thaliana appartiene ad un gruppo di specie che hanno una di-
stinta fase vegetativa durante la quale crescono producendo un caratteristico
habitus a “rosetta” . Durante questo stadio, il meristema apicale del ger-
moglio produce primordi laterali che si sviluppano in foglie che sottendono
gemme ascellari in posizioni conosciute come nodi Martinez-Zapater J. M.
et al., 1994; Haughn G. W. et al., 1995). La formazione della rosetta e la
conseguenza della mancanza dell’allungamento degli internodi. Sulla base di
taglia, forma e posizione delle foglie, durante lo sviluppo della rosetta pos-
sono essere distinte due fasi: nella rosetta giovanile, le foglie sono piccole e
rotonde e nascono a coppie opposte, mentre più tardi, nella rosetta adulta, le
foglie sono più grandi e ovali e sembrano seguire un’organizzazione a spirale
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Figura 1.3: Mutanti modello ABCDE
(Medoford J. I. et al.,1992). La transizione fiorale è segnata dalla generazione
di nodi dove lo sviluppo delle foglie è inibito e i cui meristemi ascellari sono
destinati a sviluppare fiori (Koorneef M et al., 1998). In questa transizione è
stato mostrato uno sviluppo bidirezionale, con i fiori che nascono acropetal-
mente e i primordi fogliari che sono soppressi basipetalmente (Hempel F. D.
and Feldman L. J., 1994). Seguendo il cambio di destino di questi meristemi
laterali, ha luogo l’allungamento degli internodi tra i fiori, realizzando l’in-
fiorescenza (Koorneef M et al., 1998). Sulla base della morfologia del nodo a
maturità, due fasi possono essere distinte riguardo allo sviluppo dell’infiore-
scenza (Schultz E.A. and Haughn G. W.,1993): nella prima, i nodi generano
foglie lanceolate con meristemi ascellari che svilupperanno come infiorescenze
secondarie, mentre, nella infiorescenza tardiva, i nodi produrranno fiori non
sostenuti da foglie. Lo stelo allungato, dunque, porterà foglie e fiori caulinari
non sostenuti da foglie negli internodi più alti. La parte dell’infiorescenza con
foglie dovrebbe essere considerata ancora come parte della fase vegetativa.
Come conseguenza di ciò, il numero totale di foglie insieme con il tempo di
fioritura sono i migliori parametri quantitativi per monitorare l’iniziazione
fiorale (Koorneef M. et al., 1998). Altri cambiamenti avvengono prima del
25
Introduzione
risultato finale del cambio di fase, nella morfologia delle foglie e nella gra-
duale comparsa di tricomi sul lato assiale delle foglie (Matzke M. A. et al.,
1996) e la loro graduale scomparsa su quello ad assiale (Chien J. C. and
Sussex I. M., 1996). E’ stato proposto che questi cambi di fase coinvolgano
una diminuzione di un repressore fiorale o controllore o interruttore di fase
(Sung Z. R. et al., 1992), che a livelli bassi critici porta all’attivazione del
processo di iniziazione fiorale. I meristemi apicali dei germogli delle piante
wild-type non differenziano mai in un fiore, ma continua a crescere indefini-
tamente, producendo meristemi fiorali laterali fino a senescenza (Schultz F.
A. and Haughn G. W., 1993). Il tempo della transizione fiorale è regolato da
segnali endogeni sconosciuti e in Arabidopsis è legato alle condizioni ambien-
tali che possono accelerare o ritardare il processo (Martinez-zapater J. M.
et al., 1994; Napp-Zinn K., 1985). Fotoperiodi lunghi accorciano il periodo
del passaggio a fioritura e, in alcuni genotipi, la temporanea esposizione a
temperature basse non congelanti (vernalizzazione), favorisce ulteriormente
un rapido passaggio a fiore (Napp-Zinn K., 1987; Karlson B. H. et al., 1993).
Il processo di transizione fiorale causa drammatici cambi nella sorte dei pri-
mordi laterali prodotti dal meristema apicale del germoglio. La nascita delle
foglie è inibita ed il destino del meristema ascellare è riprogrammato a pro-
durre un fiore invece di un’infiorescenza secondaria (Haughn G. W. et al.,
1995; Schultz I. A., 1993). Il cambio nel programma di sviluppo implica: la
soppressione dell’allungamento degli internodi, cambi nell’identità dell’orga-
no per dare i tipici organi fiorali (sepali, petali, stami e carpelli), cambi nella
fillotassi, poiché gli organi fiorali, poiché gli organi fiorali appaiono in file con-
centriche (verticilli) e, inibizione dell’attività meristematico, come osservabile
della soppressione della formazione del meristema ascellare. Lo sviluppo del
fiore in Arabidopsis è un buon esempio di un processo di sviluppo soggetto a
canalizzazione: una volta che il processo di sviluppo del fiore è iniziato, esso
procede indipendentemente dalle condizioni ambientali , dal background di
geni che determina il tempo di transizione fiorale o dalla posizione del fiore
sull’infiorescenza (Madueno T. et al., 1996). Comunque, in altre specie, come
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Impatiens balsamica, un cambio nelle condizioni ambientali può produrre la
reversione dal programma di sviluppo fiorale a vegetativo (Mattey N.H. and
Lyndon R. F., 1990), indicando la richiesta di condizioni induttive per il fiore
durante tutti gli stadi del processo di sviluppo fiorale. I fiori in Arabidopsis
sono portati su un’infiorescenza, così che la fioritura coinvolge le due transi-
zioni che conducono allo sviluppo dell’infiorescenza e allo sviluppo del fiore:
la prima è influenzata da segnali ambientali, come il giorno lungo e/o la bassa
temperatura; la seconda non richiede altri noti segnali esterni (Howell S. H.,
1998).
Arabidopsis è una pianta a giorno lungo facoltativa: condizioni fotoperio-
diche di giorno lungo promuovono una fioritura precoce, ma non sono richie-
ste in modo assoluto per la fioritura (Koorneef M., 1997). Infatti essa è stata
rinvenuta allo stato selvatico in un’ampia area geografica, caratterizzata da
una vasta gamma di condizioni climatiche. Sotto condizioni costanti di foto-
periodo e temperatura, il tempo per la fioritura è relativamente invariante e
mutanti a tarda o precoce fioritura sono stati identificati. È interessante che
non siano stati trovati mutanti che non fioriscono per niente, il che suggerisce
che ci sia una considerabile ridondanza genetica nel controllo del processo di
fioritura (Howell S. H., 1998). La transizione da sviluppo vegetativo ad in-
fiorescenza è stata molto studiata in Arabidopsis : risultati significativi sono
stati ottenuti inducendo in questa specie una serie di mutazioni (Weigel D.,
1995), con cui sono stati alterati vari aspetti del controllo di fattori ester-
ni alla fioritura, principalmente fotoperiodismo e vernalizzazione. Sulla base
del confronto del tempo di fioritura tra mutanti e wild type, è stato pos-
sibile identificare molti geni responsabili dell’induzione fiorale. Infatti, dal
momento che la maggior parte delle mutazioni ha come risultato la perdita
o l’acquisizione dell’attività di un gene, è stato dedotto che il ruolo di quei
geni che ritardano la fioritura, quando mutati rispetto al wild type, è quello
di promuovere tale processo, e allo stesso tempo, mutazioni che promuovo-
no la fioritura coinvolgono geni che normalmente la inibiscono. Questo tipo
di approccio, però, presenta la limitazione che il fenotipo mutante spesso
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non permette di conoscere lo specifico meccanismo che viene modificato. Per
questo motivo è stato introdotto un secondo procedimento che, oltre all’iden-
tificazione del gene mutato, consente anche di indagare sulla funzione della
proteina da esso derivata. Una volta clonato il gene, la proteina codificata
viene sovraespressa in E. coli e purificata. In base alle sue proprietà biochi-
miche vengono prodotti anticorpi specifici, usati sia per individuare i tessuti
in cui la proteina è sintetizzata, sia la sua localizzazione all’interno della cel-
lula. Queste informazioni permettono, così, di trarre importanti conclusioni:
una proteina dell’apice del germoglio si presuppone che sia coinvolta nei mec-
canismi di percezione di segnali che inducono alla formazione dei primordi
fiorali, mentre una proteina presente nelle foglie può essere coinvolta nella
produzione di quegli stessi segnali. L’interazione tra fattori ambientali e ge-
netici è stata assemblata in un modello per il controllo del tempo di fioritura
in Arabidopsis (Martinez-Zapater J. M. et al, 1994). Il modello è basato sul
ruolo centrale di un repressore fiorale che blocca il normale passaggio da svi-
luppo vegetativo ad infiorescenza. Un candidato per il repressore fiorale in
Arabidopsis è il gene EMF1 (EMbryonic Flower 1). I mutanti per la perdita
di tale gene, o emf1, omettono completamente la crescita vegetativa e produ-
cono un’infiorescenza senza formare la rosetta di foglie. EMF1 sembra quindi
essere richiesto per lo sviluppo vegetativo con la formazione della rosetta: per
promuovere lo sviluppo vegetativo, il gene EMF1 reprime la formazione del-
l’infiorescenza. Si pensa che EMF1 giochi un ruolo centrale nel controllo del
tempo di fioritura, poiché le mutazioni recessive sono epistatiche ad alcune
mutazioni per la tarda fioritura e agiscono presto nello sviluppo delle plan-
tule di Arabidopsis (Sung Z. R. et al., 1992). Il fenotipo emf è indipendente
da fotoperiodo o vernalizzazione: perciò, la mutazione svincola la regolazione
del processo di fioritura da altri segnali ambientali. Altri geni che influenzano
il tempo di fioritura, si pensa che rafforzino o riducano gli effetti di EMF1.
Questi geni sono stati assemblati in 3 vie (Koorneef M., 1997): la via costitu-
tiva di repressione, che aumenta ulteriormente gli effetti repressivi di EMF1.
Le mutazioni per la perdita di funzione in questa via, come terminal flower1
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(tlf1) e early flowering 1 e 2 (elf1 e elf2), mitigano gli effetti della repressione
fiorale di EMF1 e promuovono una precoce fioritura: questi geni ed i loro
prodotti genici non sono coinvolti nelle risposte ambientali alla fioritura e,
quindi, si pensa che agiscano costitutivamente sulla fioritura. I geni nelle al-
tre due vie ostacolano gli effetti della repressione fiorale di EMF1. I mutanti
per la perdita di funzione in queste due vie sono a tarda fioritura, poiché essi
riducono gli effetti ostacolanti su EMF1 e permettono ad esso di reprimere
la transizione fiorale e sono:
• i mutanti nella via di promozione del giorno lungo, che sono ritardati
nella fioritura sotto condizioni induttive (long day) ma non sonno non
induttive (short day). I geni o i prodotti genici di questa via sono quindi
pensati coinvolti nelle risposte alle condizioni ambientali fotoperiodiche;
• i mutanti nella via autonoma, che sono ritardati nella fioritura sotto
short day: I geni o i loro prodotti genici su questa via, come i prece-
denti, sono pensati coinvolti nelle risposte ambientali. Le mutazioni nei
geni a monte nella via autonoma possono essere liberati sotto vernaliz-
zazione, il che suggerisce che essa eviti o fornisca una funzione simile a
questi geni. Un mutante a tarda fioritura chiamato luminidepens (ld)
porta una mutazione in un gene sulla via autonoma (Lee I. et al., 1994).
Il mutante ld è a tarda fioritura anche sotto long day; comunque, l’effet-
to del mutante può essere superato con la vernalizzazione. LD è stato
clonato e sembra codificare per un fattore di trascrizione. Il prodotto
genico ha un segnale di localizzazione cellulare bipartito (per mirare
al nucleo) e un estremità C-terminale ricca di glutammina, che è ca-
ratteristica di vari fattori di trascrizione. L’accumulo di RNA di LD
non è regolato dalla lunghezza del giorno: questo è in accordo con il
fatto che sia un gene implicato nella via autonoma. Anche il ”signaling”
dell’acido gibberrellico è pensato coinvolto nella via autonoma. Chand-
ler e Dean (1994) hanno trovato che gli effetti di alcuni dei mutanti
a tarda fioritura potrebbero essere superati attraverso l’applicazione
di acido gibberellico, il che suggerisce che questo agisca a monte delle
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mutazioni per la tarda fioritura. L’acido gibberellico è richiesto per la
fioritura sotto condizioni non induttive perché i mutanti che fallisco-
no nella produzione di significative quantità del composto, come ga1,
non fioriscono sotto tali condizioni (Wilson R. N. et al., 1992). L’effet-
to sulla fioritura è simile nei mutanti gibberellic acid insensitive (gai).
Ga1 e gai fioriscono sotto condizioni induttive o di luce continua e non
è chiaro se essi abbiano un tale comportamento poiché gli effetti del
giorno lungo e dell’acido gibberellico siano ridondanti o poiché la soglia
di acido gibberellico sia più bassa in condizioni di giorno lungo.
In conclusione, i mutanti a tarda fioritura nel modello di Arabidopsis non
sono stati considerati carenti nella produzione di uno stimolo fiorale, bensì
nell’alterazione del repressore fiorale centrale. Ancora molti dubbi sono legati
alla comprensione dei processi metabolici associati alla vernalizzazione. Pro-
ve condotte su numerose specie hanno dimostrato che lo stato vernalizzato
dell’apice del germoglio si mantiene attraverso molti cicli di divisione cellula-
re (Lang, 1985). La suscettibilità delle cellule in divisione e la stabilità dello
stato vernalizzato suggeriscono che il trattamento con il freddo determina un
cambiamento permanente nelle vie di espressione genica. La vernalizzazione
sembra sia responsabile, inducendo un processo di demetilazione del DNA,
della promozione della fioritura in piante di Arabidopsis a fioritura ritardata
(Burn et al., 1993). Questa ipotesi è inoltre sostenuta dalla ridotta metilazio-
ne del DNA genomico che si osserva in piante sottoposte a basse temperature
(Burn et al., 1993; Finnegan et al.,1998). Per esempio, mutanti di Arabidop-
sis a fioritura ritardata fioriscono prima, se vernalizzati. Lo stesso risultato
si ottiene trattando gli stessi con 5-azacitidina, agente demetilante del DNA
(Burn et al., 1993), mentre piante che non richiedono vernalizzazione per in-
durre la fioritura non rispondono al trattamento. Questi risultati non fanno
che convalidare l’ipotesi per cui i geni, necessari per ottenere un anticipo nel
tempo di fioritura, risulterebbero bloccati dalla metilazione del DNA. Sulla
regolazione del tempo di fioritura sembrano coinvolti anche gli zuccheri, cui
è stata riconosciuta la capacità di regolare il tempo di fioritura, attivando o
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inibendo geni che controllano questo processo. Sempre impiegando mutanti
di Arabidopsis, sono state realizzate prove per testare l’effettiva funzione dei
carboidrati in questa regolazione. Osservando gli effetti indotti dal saccaro-
sio a varie concentrazioni, si è visto che la presenza dello zucchero all’1%
(peso/volume) nel substrato di crescita determina un effetto inibente sulla
fioritura in wild type, in forma maggiormente pronunciata su mutanti a fiori-
tura anticipata, mentre promuove il processo in mutanti a fioritura ritardata.
Aumentata la concentrazione al 5%, in entrambe le tipologie di mutanti, si
registra un ritardo nel tempo di fioritura. A questo comportamento è asso-
ciato un prolungamento dell’ultima parte della fase vegetativa della pianta,
che causa anche un aumento nel numero di foglie prodotte. Gli stessi effetti
rilevati ad elevate concentrazioni di saccarosio sono stati sperimentalmente
riscontrati anche con impiego di glucosio (Zhou et al., 1998).In più, l’utilizzo
di un analogo di questo zucchero, il 3-O-metil-glucosio, ha permesso di at-
tribuire la causa della funzione inibitrice alla loro metabolizzazione e non ai
possibile effetti osmotici da essi procurati.
Sviluppo dell’infiorescenza e sviluppo fiorale.
I fiori sono prodotti dal meristema fiorale sulle infiorescenze. Il passaggio da
meristema dell’infiorescenza a meristema fiorale coinvolge cambiamenti nel-
l’identità, fillotassi e determinazione del meristema. Molti lavori sono stati
condotti in Arabidopsis per conoscere i cambiamenti nell’identità del meri-
stema durante la transizione fiorale. I ruoli del meristema dell’infiorescenza
e del meristema fiorale sono del tutto differenti. I meristemi dell’infiorescen-
za generano infiorescenze laterali o fiori e i meristemi fiorali producono gli
organi fiorali. Il passaggio da meristema dell’infiorescenza a meristema fio-
rale richiede l’azione di vari geni: i geni che promuovono la trasformazione
del meristema da vegetativo a riproduttivo e in seguito i geni che determi-
nano l’identità dei singoli organi fiorali. I primi sono gerarchicamente più
importanti in quanto da essi dipende l’attivazione dei geni della seconda fa-
se. Il meccanismo che controlla l’identità degli organi fiorali in Arabidopsis
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è basato sul funzionamento di 5 geni: APETALA 1 (AP1), APETALA 2
(AP2), APETALA (AP3), PISTILLATA (PI) e AGAMOUS (AG). Almeno
altri quattro geni svolgono un ruolo principale nel determinare il meristema
fiorale: TERMINAL FLOWER (TLF1), che assicura che il meristema fiorale
e quello dell’infiorescenza rimangano distinti; LEAFY (LFY), CAULIFLO-
WER (CAL) e AP1, che controllano il modello di sviluppo fiorale regolando
l’identità del meristema fiorale. Tutti questi sono geni a funzione omeotica.
Il meristema dell’infiorescenza e quello fiorale si distinguono dal tipo di cre-
scita apicale e dal tipo di organogenesi: il primo è caratterizzato da un tipo
di crescita indeterminato, che in condizioni di giorno lungo (16 h luce/ 8 h
buio) produce un asse dell’infiorescenza che presenta da due a quattro foglie
ed un numero imprecisato di infiorescenze secondarie su cui si formano i fiori;
il secondo possiede, invece, un tipo di crescita e di organogenesi determinata,
producendo i quattro anelli di organi fiorali (sepali, petali, stami e carpelli),
tipici del fiore di Arabidopsis. Affinché questo fiore mantenga la sua norma-
le struttura, occorre che i due meristemi mantengano un’identità separata e
seguano differenti vie di sviluppo. Questa diversità è dovuta in gran parte
all’azione di TLF1. Infatti, i mutanti tlf, sono caratterizzati sia da precoce
fioritura che dalla modifica del meristema dell’infiorescenza in meristema fio-
rale, per cui la crescita diviene determinata ed è accompagnata dalla perdita
delle infiorescenze laterali e da forte riduzione dei fiori. Per quanto concerne
la determinazione dei meristemi fiorali, è stato accertato il coinvolgimento dei
geni LFY1, AP1 e AP2. La mutazione lfy, infatti, causa la conversione del
meristema fiorale a meristema dell’infiorescenza. Si pensa perciò, che il gene
TLF1 ed i geni che promuovono i meristemi fiorali interagiscano in maniera
antagonistica nei due meristemi così da mantenerne separata l’identità. Ciò è
confermato da osservazioni su mutanti doppi dalle quali risulta chiaro che il
TLF1 sopprime le attività di LFY, AP1 e AP2 nel meristema dell’infiorescen-
za e, LFY, AP1 e AP2 sopprimono l’attività di TLF1 nei meristemi fiorali. È
interessante notare che le mutazioni tlf1 offrono fenotipi differenti secondo le
condizioni ambientali termiche e fotoperiodiche in cui le piante sono cresciu-
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te: questo può suggerire che il gene TLF1 moduli l’attività di un inibitore
fisiologico dell’iniziazione del meristema fiorale. Il gene LEAFY è centra-
le per la definizione dell’identità del meristema fiorale e per la regolazione
dell’espressione dei geni omeotici del fiore. L’effetto della mutazione lfy, si
manifesta con una parziale conversione dei fiori in infiorescenze. La funzione
del gene LFY potrebbe essere quella di iniziatore genetico dello sviluppo del
fiore, collocandosi al primo posto di una cascata di geni che si attivano du-
rante lo sviluppo del fiore. Il fotoperiodo può alterare l’identità del meristema
fiorale nel mutante lfy e le gibberelline possono annullare tale effetto. Il gene
APETALA 1 controlla l’identità del meristema fiorale e degli organi fiorali
con un’azione a livello trascrizionale. Il suo ruolo è doppio, contribuendo sia
all’identità del meristema che a quella degli organi fiorali: infatti, nei mutanti
ap1, il meristema fiorale ha acquistato le caratteristiche di un meristema da
infiorescenza, producendo fiori secondari all’ascella degli organi fiorali; con-
temporaneamente i fiori del mutante mostrano una conversione omeotica dei
sepali in brattee fogliari e perdita di petali. Quindi la determinazione di un
meristema fiorale è dovuta in parte ad un’ azione sinergica di AP1 e LFY.
LFY ed AP1 sono considerati anche regolatori positivi dei geni che determi-
nano l’identità degli organi fiorali, secondo l’idea che è una cascata di eventi
regolatori a condurre alla morfogenesi di un fiore. L’azione di AP1 a livello
molecolare potrebbe esplicarsi attraverso la produzione di un fattore appar-
tenente ad una famiglia di fattori trascrizionali conservata evolutivamente,
che include anche i prodotti dei geni omeotici AG, AP3, PI e CAL. Ciascuno
di questi fattori è caratterizzato da una sequenza altamente conservata di
56 amminoacidi, chiamata “MADS”, capace di legarsi al DNA ed interagire
con i fattori di trascrizione. Il gene CAULIFLOWER è stato identificato
poiché esalta il fenotipo del mutante ap1 di Arabidopsis. Il nome del gene
deriva dalla forma del fenotipo del suo mutante, molto simile all’infiorescen-
za del cavolfiore Brassica oleracea botrytis. Il meristema fiorale, nel mutante
doppio ap1-cal, si comporta come meristema da infiorescenza con il risultato
di una proliferazione massima di meristemi nelle posizioni che normalmente
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sarebbero occupate da singoli fiori. Per quanto riguarda i geni responsabili
dell’identità degli organi fiorali, il gene AGAMOUS è un gene che gioca
un ruolo critico nella seconda metà dell’ontogenesi fiorale, cioè durante lo
sviluppo degli stami e dei carpelli e quindi nel determinare lo sviluppo fio-
rale. I fiori ag non hanno allora carpelli e gli stami sono diventati petali;il
meristema fiorale mostra, inoltre, mostra un tipo di sviluppo indeterminato
ed una organogenesi ripetitiva che genera una struttura chiamata “fiore nel
fiore” (sepali, petali, petali ripetuti più volte). Si ritiene che AG esplichi un
ruolo per l’identità degli organi fiorali attraverso un’azione sull’espressione di
AP1: nei fiori ag, infatti, esso si esprime a livello del terzo anello di primordi,
trasformando gli stami in petali. Il ruolo di AG nell’identità del meristema
fiorale è rivelato dalle condizioni fotoperiodiche: in giorno corto, i fiori ag
mostrano, come le piante eterozigoti per lfy,la formazione di gemme fiorali
ascellari, internodi allungati ed una fillotassi spiralata, segno dell’inversione
del meristema fiorale a infiorescenza. Ciò dimostra che l’identità del meri-
stema fiorale non è definitivamente stabilita,ma fisiologicamente mantenuta
da LFY e da AG. Il gene APETALA 2 funziona durante l’intero sviluppo
del fiore. Anche AP2 è coinvolto nel controllo genetico dell’identità del meri-
stema e dell’organo fiorale. I mutanti ap2 sono caratterizzati da una grande
variabilità fenotipica con alterazioni nell’identità e nello sviluppo di tutti gli
organi fiorali. Ci sono ap2 con sepali trasformati in carpelli, senza petali,
con ridotto numero di stami, con sepali trasformati in foglie ecc. Gli effetti
rincontrabili nei ap2 sono in parte dovuti al ruolo di AP2 sull’espressione
del gene AG: AG nei mutanti ap2 è attivato anche nel primo e nel secondo
anello dei primordi fiorali portando alla conversione dei sepali a carpelli e
all’assenza dei petali. Condizioni di giorno corto su ap2 provoca modifiche
tali da far ritenere che AG abbia un ruolo sull’identità del meristema fiorale,
perché molti ap2 producono altri fiori all’ascella dei primordi fiorali. L’a-
nalisi dell’espressione di AP2 ha rivelato che questo gene è espresso sia nel
meristema dell’infiorescenza che nel meristema del fiore ed in tutti i quattro
organi fiorali. I geni APETALA 3 e PISTILLATA hanno un ruolo nel
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terzo verticillo dove sono prodotti petali e stami: i mutanti ap3 e pi vi realiz-
zano invece sepali e carpelli rispettivamente. Volendo riconoscere i vari geni
omeotici all’interno del modello ABC, possiamo dire che: i geni di classe A,
coinvolti nella formazione di sepali e petali, sono identificabili come i geni
AP1 e AP2; i geni di classe B, che portano alla formazione di petali e stami,
sono abbinabili ad AP3 e PI; i geni che appartengono alla classe C, implicati
nella realizzazione di stami e carpelli, sono individuabili in AG.
1.2.5 Informazione temporale e vincoli spaziali sono in-
tegrati.
Il successo riproduttivo nelle piante dipende dalla sincronizzazione della fio-
ritura. Molte piante hanno sviluppato una rete di “signaling” altamente com-
plessa che monitora le condizioni ambientali, come la lunghezza del giorno,
la temperatura o la disponibilità di nutrienti, e determina la tempistica ap-
propriata per la fioritura (Yanovsky S. A., 2003; Simpson G. G. and Dean
C, 2002). Questo è il caso di Arabidopsis thaliana, che fiorisce in primavera
quando la lunghezza del giorno e la temperatura ambientale aumentano. L’i-
niziazione della fioritura richiede un addizionale programma di sviluppo per
specificare l’identità delle nuove strutture che continuamente sorgono sull’a-
pice del germoglio (Komeda Y., 2004). Durante la lunga fase vegetativa in
Arabidopsis, ciascun primordio, che contiene il gruppo di cellule che diffe-
renziano, forma una foglia. Comunque, una volta che è presa la decisione
di fiorire, tutti i primordi nuovamente emergenti seguono un programma di
sviluppo che culmina della formazione del fiore piuttosto delle foglie. Così,
la costruzione di un fiore richiede informazioni spaziali e temporali che co-
stringono l’inizio della fioritura in punti specifici. Come questa informazione
sia integrata non è del tutto chiaro. Abe et al (2005) e Wigge et al (2005)
riportano che l’interazione tra il locus FT (Flowering T), una proteina codi-
ficata da un gene espresso nelle foglie e FD, un fattore di trascrizione bZIP
presente nell’apice del germoglio, guida l’espressione dei geni di identità fio-
rale nei nuovi primordi. Huang et al (2005) riporta come i trascritti dei due
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fattori viaggino dalla foglia all’apice attraverso il tessuto vascolare della pian-
ta. In Arabidopsis la percezione della lunghezza del giorno nelle foglie opera
attraverso un fattore di trascrizione codificato da CO (constans), un gene la
cui espressione oscilla in modo circadiano con un picco intorno al crepuscolo.
Durante i corti giorni invernali, CO accumula nelle foglie al tramonto. Ma,
i giorni prolungati della primavera permettono alla proteina di aumentare
in presenza di luce, lo stimolo che attiva CO (Valverde F et al., 2004). La
sovraespressione di CO causa una fioritura precoce e tra i geni target diret-
tamente attivati da CO, due sembrano i più rilevanti per l’induzione fiorale:
FT e SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1).
CO agisce nel floema, tessuto vascolare per attivare l’espressione di FT nelle
foglie, in maniera cellula-autonoma. L’attività di CO è centrale per la ge-
nerazione del segnale mobile che nasce nelle foglie ma deve essere percepito
nell’apice per stabilire la fioritura. La sovraregolazione dell’espressione di FT
attraverso CO è richiesta poiché la perdita di funzione di FT causa una fio-
ritura prematura (Kobayashi et al., 1999). Allora, una questione importante
è stata come FT prodotto nelle foglie potrebbe attivare la trascrizione dei
geni dell’identità fiorale, come AP1, all’apice del germoglio. Per risolvere il
paradosso spaziale dell’azione di FT, Abe et al. E Wigge et al. (2005) han-
no analizzato un gene codificante un nuovo fattore di trascrizione FD, che
è espresso preferenzialmente all’apice del germoglio nella regione dove sono
generati nuovi primordi (Abe M et al., 2004; Wigge P. A. et al, 2005). Molte
linee di evidenza in questi studi suggeriscono un modello attraverso cui FD
fornisce l’intelaiatura spaziale per la temporanea attivazione della fioritura
attraverso FT. FD è richiesto da FT per promuovere per la fioritura. Benchè
FD non sia efficiente quanto FT nel promuovere una fioritura precoce quan-
do l’altro è sovraespressa, c’è un’interazione sinergica tra essi nelle piante
che sovraesprimono entrambi i fattori. Le proteine FT e FD interagiscono
fisicamente. Un esperimento chiave suggerisce fortemente che i due fattori
agiscono insieme per attivare targets a valle: l’espressione di FD ha causato
sovraregolazione dell’espressione di AP1 nelle foglie sono quando esse sono
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state soggette a trattamenti che aumentavano l’espressione di FT, come il
trasferimento delle piante da condizioni di giorno corto a giorno lungo (Wig-
ge P. A. et al, 2005. La scoperta che FT e FD agiscono insieme per attivare lo
sviluppo riproduttivo nelle piante colma una lacuna nella nostra conoscenza
di come l’informazione temporale e i limiti spaziali siano integrati. Eppure
diverse questioni restano da essere spiegate. Inducendo localmente l’espres-
sione di FT, in una singola foglia di Arabidopsis, gli autori dimostrano che un
impulso dell’espressione di FT nella foglia risulta nel trasporto del trascritto
di FT all’apice del germoglio ed è sufficiente ad innescare la fioritura (Uekl
S., Citovsky V, 2001). Resta però da essere determinato se proteine specifiche
sono coinvolte nel trasporto di trascritti di FT attraverso il floema.
1.3 Gli zuccheri e le piante.
Gli zuccheri sono composti essenziali per la sopravvivenza delle piante: sono
infatti centrali per il metabolismo respiratorio e rappresentano il substrato
per la sintesi di complessi carboidratici quali, ad esempio, l’amido e la cellu-
losa. Gli zuccheri, poi, forniscono i blocchi strutturali per la biosintesi degli
amminoacidi, degli acidi grassi e di molti altri composti presenti nelle piante.
Questi aspetti sono stati studiati in modo molto approfondito, ma un’altra
funzione legata agli zuccheri ha recentemente attirato l’attenzione di molti
gruppi di ricerca: se infatti nelle piante gli zuccheri sono una risorsa meta-
bolica, è stato dimostrato che essi sono anche importanti regolatori di molti
processi associati con la crescita, la maturazione e la senescenza (Koch K.E.,
1996; Jang J.-C. anf Sheen J.S., 1997) . In addizione al loro ruolo essenziale
come substrati nel metabolismo del carbonio, come fonte di energia e nel-
la biosintesi dei polimeri, sembra che essi si comportino in modo simile agli
ormoni, come messaggeri primari nella percezione (sensing) e trasduzione (si-
gnaling) del segnale (Rolland F., Moore B. and Sheen J., 2002). Gli ormoni,
però, sono molecole che esplicano il loro effetto regolatore a concentrazioni
che variano tra la nanomolarità e la micromolarità, mentre gli zuccheri so-
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no presenti nei tessuti vegetali a concentrazioni normalmente millimolari. Le
funzioni metaboliche e di segnale degli zuccheri non sono però così facilmente
separabili. Le questioni aperte sul “sensing” e “signaling” degli zuccheri sono
simili a quelle aperte dallo studio di altre cascate di trasduzione del segnale.
Diventa quindi importante, in un determinato sistema, capire quale zucchero
viene percepito, quale zucchero cioè rappresenta il segnale, la sua interazione
con molecole sensore, la natura molecolare e la localizzazione cellulare di tali
sensori, la trasduzione del segnale ed infine il modo in cui vengono alterati
l’espressione genica, le attività enzimatiche o latri processi cellulari. Gli zuc-
cheri come molecole segnale sembrano avere effetti profondi a tutti gli stadi
del ciclo vitale di una pianta, dalla germinazione, alla crescita vegetativa, fino
alla fase riproduttiva e allo sviluppo del seme. In batteri, lieviti ed animali
sono state condotte moltissime ricerche per comprendere la percezione de-
gli zuccheri a livello molecolare anche molto dettagliato: queste informazioni
sono importanti per approfondire e comprendere il fenomeno anche negli al-
tri eucarioti. Per gli organismi unicellulari, la disponibilità dei nutrienti è il
principale fattore extracellulare che controlla la crescita ed il metabolismo.
Nelle piante, la produzione degli zuccheri attraverso la fotosintesi è un pro-
cesso vitale e lo status degli zuccheri modula e coordina i regolatori interni
ed i segnali ambientali che governano la crescita e lo sviluppo. Benché l’effet-
to regolatore degli zuccheri sull’attività fotosintetica e sul metabolismo delle
piante sia stato riconosciuto, il concetto di essi come molecole “signaling”
centrali è relativamente nuovo. Progressi recenti hanno iniziato a rivelare i
meccanismi molecolari alla base dello “sugar sensing” e “signaling” nelle pian-
te, includendo la dimostrazione delle esochinasi come sensori del glucosio che
modulano l’espressone genica e le multiple vie della trasduzione del segna-
le degli ormoni nelle piante. Analisi di mutanti per le esochinasi forniscono
nuove evidenze per l’attività di “signaling” e vie metaboliche distinte. Diversi
ruoli di proteine chinasi relative a Snf1 nel metabolismo del carbonio e nello
“sugar signaling” stanno inoltre emergendo. Esperimenti biochimici, moleco-
lari e genetici supportano il ruolo centrale degli zuccheri nel controllo del
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metabolismo delle piante, nella crescita e nello sviluppo e rivelano interazio-
ni che integrano le vie di trasduzione dei segnali di luce, stress ed ormoni e
coordinano il metabolismo del carbonio e dell’azoto (Rolland F., Moore B.
and Sheen J., 2002).
1.3.1 Il metabolismo degli zuccheri
La fotosintesi è attiva primariamente nelle cellule del mesofillo delle foglie
mature ed i fotosintati sono trasportati, principalmente sotto forma di sacca-
rosio, ai meristemi ed agli organi in sviluppo come le giovani foglie in crescita,
le radici, i fiori, i frutti ed i semi. La luce e gli zuccheri regolano le attività
di crescita attraverso una modulazione coordinata dell’espressione genica e
dell’attività metabolica nei tessuti che esportano ed importano carboidrati ,
chiamati rispettivamente “source” e “sink”. Questo assicura sintesi e utilizzo
ottimi delle risorse energetiche e tiene conto dell’adattamento del metaboli-
smo del carbonio alle condizioni ambientali mutevoli e alla disponibilità di
altri nutrienti. In generale, un basso status di zuccheri aumenta la fotosintesi,
la mobilizzazione delle riserve e l’esporto, mentre la presenza abbondante di
carboidrati promuove il loro immagazzinamento e la crescita della pianta.
L’orologio circadiano gioca un importante ruolo nella divisione e distribu-
zione del carbonio. Diversi geni fotosintetici, raggiungono il massimo vicino
a mezzogiorno, mentre geni coinvolti nel consumo degli zuccheri, trasporto
e stoccaggio hanno un picco vicino alla fine del giorno. Durante la notte,
i geni coinvolti nella mobilizzazione dell’amido raggiungono i loro livelli di
espressione più alti. Benché l’orologio circadiano possa permettere alle piante
di anticipare i cambiamenti giornalieri, comunque, l’attuale percezione della
quantità e qualità della luce e degli zuccheri, assicura un’appropriata rispo-
sta del metabolismo a situazioni specifiche. Variazioni dell’ambiente possono
diminuire l’efficienza fotosintetica e dare come risultato condizioni limitate di
zucchero in parti della pianta che, quindi, sottoregoleranno l’attività biosin-
tetica per conservare l’energia e proteggere le cellule contro gli stress da nu-
trienti, mentre sovraregolerano la degradazione dell’amido ed il catabolismo
39
Introduzione
delle proteine e dei lipidi per sostenere l’attività metabolica e respiratoria.
L’acclimatazione fotosintetica all’aumento di anidride carbonica è probabil-
mente il risultato della repressione degli zuccheri, specialmente in deficienza
di azoto, e la repressione da parte degli zuccheri dell’espressione dei geni fo-
tosintetici, dell’accumulo di clorofilla e dello sviluppo delle plantule possono
essere ostacolati dai segnali del nitrato. Diversi geni regolati dall’azoto sono
coregolati dagli zuccheri. In ambienti con ossigeno limitato, le cellule delle
piante possono passare ad un metabolismo di tipo fermentativo per sostenere
la glicolisi attraverso la rigenerazione diretta di NAD+ ed è mostrata inter-
ferenza tra i segnali di zucchero e ossigeno. Così le piante possono mostrare
fotosintesi, respirazione e fermentazione allo stesso tempo in diversi tessuti
attraverso un complesso sistema regolatorio che coinvolge lo “sugar signaling”
e integra diversi segnali metabolici, ambientali e di sviluppo per controllare
il modo e l’attività metabolica (Rolland F., Moore B and Sheen J., 2002).
Il saccarosio è di centrale importanza come prodotto della fotosintesi ed è
la forma in cui la maggior parte dei carboidrati è trasportata tra cellule e
per tutta la pianta. La scissione del saccarosio è un processo vitale per le
piante multicellulari, non solo per la distribuzione delle risorse di carbonio,
ma anche per l’avvio di segnali degli zuccheri basati sulla presenza di esosi
in strutture importatrici. Le sole vie enzimatiche conosciute della scissione
del saccarosio nelle piante sono catalizzate dalle invertasi (saccarosio + H20
→ glucosio + fruttosio) e dalle saccarosio sintasi (saccarosio + UDP →
fruttosio + UDPglucosio) (Koch K., 2004). Entrambe le vie degradano tipi-
camente il saccarosio in vivo, ma i prodotti delle loro reazioni differiscono
notevolmente (Tymowska-Lalanne Z. and Kreis M., 1998; Winter H and Hu-
ber S. C., 2000): le invertasi producono glucosio, invece di UDP-glucosio, e
così, inoltre, formano esosi due o più volte. Entrambe queste caratteristiche
potrebbero portare le invertasi ad una maggiore capacità di stimolare speci-
fici sensori di zuccheri (Koch K., 1996; Lalonde S. et al., 1999; Sturm A. and
Tang G.-Q., 1999; Wobus U. and Weber H., 1999; Zeng Y. et al., 1999; Koch
K.E. et al., 2000; Koch K.E. and Zeng Y., 2002). I segnali risultanti posso-
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no alterare l’espressione di diversi geni (KochK., 1996; Rolland et al., 2002),
così che le invertasi possono essere potenzialmente forti effettori di processi
ampiamente variabili. L’attività delle invertasi della parete determineranno
se una cellula è alimentata con saccarosio apoplastico o esosi. Quindi, tali in-
vertasi giocano un ruolo pilota nel controllo di molti aspetti del metabolismo,
della crescita e dello sviluppo delle piante. (Sherson et al., 2003). Nelle cellule
vegetali le invertasi sono trovate nella parete cellulare (cwINV), vacuolo (vac
INV) e citosol (cytINV). Le cwINV e le vacINV sono invertasi acide, mentre
le cytINV sono neutre (Sturm, 1999; Sturm and Tang, 1999). Sei putativi
geni per cwINV sono stati identificati nel genoma di Arabidopsis thaliana
(geni AtcwINV). AtcwINV1 è stato riportato esser espresso in steli, foglie e
radici, ma non in cotiledoni e fiori, mentre l’espressione di AtcwINV2 è fiore-
specifica (Tymowska-Lalamme and Freis, 1998). Primers gene-specifici sono
stati usati in reazioni RT-PCR per indagare l’espressione dei sei geni, tutti i
geni mostrano livelli e patterns spaziali di espressione distinti e in particola-
re, sembra abbiano ruoli importanti nello sviluppo dei semi. L’attività delle
cwINV è potenzialmente regolata da specifici inibitori proteici (Greiner et
al., 2000) Perciò, la presenza di tali proteine dovrebbe esser considerata nel
contesto dell’attività delle cwINV. Il saccarosio può muoversi dal floema al
citoplasma delle cellule sink con o senza incrociare la membrana plasmatica
o lo spazio della parete cellulare: questa è una distinzione importante poiché
punti dell’interfaccia della membrana sono stati implicati in specifici mecca-
nismi del “sensing” di saccarosio ed esosi (Tymowska-Lalanne Z and Kreis M.,
1998; Lalonde S. et al., 1999; Koch K. E. et al., 2000; Vaughn M. W. et al.,
2002; Sherson S.M. et al., 2003). La membrana plasmatica può essere esposta
ad abbondanti flussi di esosi e/o saccarosio se le connessioni plasmodesmiche
tra le cellule sono assenti (Kovh S., 1996; Lalonde S. et al., 1999). Le invertasi
della parete cellulare possono aumentare in modo marcato i livelli di esosi
localizzati in questi casi, che caratterizzano i semi in via di sviluppo in cui
non c’è continuità simplastica con i plasmodesmi tra tessuti del seme e ma-
terni (Wobus U. and Weber H., 1999; Patrick J. W. and Oﬄer C. E., 2001;
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Weschke W et al., 2003). I patogeni ed altri stimoli specifici possono, inoltre,
attivare le invertasi delle pareti anche quando le vie dei plasmodesmi sono
intatte e questi casi possono favorire l’importo di saccarosio e l’amplificazione
di segnali degli esosi se il saccarosio si muove fuori, nello spazio extracellulare
(Koch K., 2004). In contrasto, la continuità dei plasmodesmi resta intatta e
fornisce la via di trasferimento predominante per il saccarosio in tutti i tessuti
sink materni, quali radici, germogli, frutti freschi (Koch K., 1996; Lalonde et
al., 1999; Sturm A. and Tang G.- C., 1999): in questi tessuti il saccarosio può
essere importato con effetti minimi sui meccanismi di “signaling” conosciuti
(Koch K., 1996; Lalonde et al., 1999). Una volta che il saccarosio si trova
all’interno delle cellule importatrici, il suo metabolismo diventa importante
per lo “sugar sensing”, questa volta per i sistemi endogeni del “signaling” degli
esosi e del saccarosio (Lalonde et al., 1999; Sturm A. and Tang G.- C., 1999;
Smeekens S., 2000; Rolland et al., 2002; Vaughn M. W. et al, 2002; Moore
et al., 2003). L’azione dei prodotti della saccarosio sintasi danno il via ai
segnali minori basati sugli esosi (Sturm A. and Tang G.- C., 1999; Wobus U
and Weber H., 1999) e le invertasi citoplasmatiche sono minimamente attive
nella maggior parte dei sistemi (Winter H and Huber S. C.,2000). Comunque,
il saccarosio citoplasmatico è frequentemente trasportato nei vacuoli per la
scissione. Le invertasi vacuolari, come le loro controparti della parete cellu-
lare, generano abbondante produzione di esosi e segnali degli zuccheri basati
sugli esosi (Sturm A. and Tang G.- C., 1999; Koch K. E. and Zeng Y., 2002;
Herbers K. And Sonnewald U., 1998): esse mediano, inoltre, la primaria via
della scissione del saccarosio nei tessuti in espansione (Tymowska-Lalanne
Z. and Kreis M., 1998; Winter H and Huber S. C., 2000) contribuendo così
al considerabile flusso di esosi da una parte all’altra del tonoplasto e all’in-
gresso degli esosi nel metabolismo citoplasmatico. Il controllo temporale di
entrambi i processi è ulteriormente facilitato dalla compartimentalizzazione
vacuolare che potrebbe integrare l’importo e le funzioni di “signaling” delle
invertasi vacuolari con il suo ruolo osmotico nell’espansione (Koch K., 2004).
Gli enzimi che scindono il saccarosio possono alterare lo sviluppo delle piante
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attraverso i segnali dello zucchero. In aggiunta alla produzione di substrati
metabolici ciascun sito e ciascuna via della scissione del saccarosio descritti
possono avere profondi effetti sullo sviluppo. Gli esosi favoriscono la divisio-
ne e la espansione cellulare, mentre il saccarosio favorisce la differenziazione
e la maturazione: questi effetti, insieme con le informazioni derivate dalle
analisi di numerosi sistemi, hanno portato ad un’ipotesi di controllo dell’in-
vertasi/saccarosio sintasi per la transizione attraverso i prominenti stadi di
sviluppo (Wobus U and Weber H., 1999; Wschke W. et al., 2003; Borisjuk L.
et al., 2002; Borisjuk et al., 2003). In accordo con questa ipotesi, le invertasi
mediano la nascita e l’espansione di molte nuove strutture sink (Sturm A.
and Tang G.- C., 1999; Koch K. E. and Zeng Y., 2002; Sonnewald U et al.,
1997), spesso con l’attività vacuolare che precede quella nelle pareti cellulari.
L’azione delle invertasi delle pareti cellulari coincide con l’elevata espressione
dei trasportatori di esosi in alcuni sistemi (Sherson S.M. et al., 2003). Più
tardi la transizione alle fasi di immagazzinamento e maturazione è facilitata
dai cambi nel rapporto esosi/saccarosio (status degli zuccheri) e dai passaggi
dalle vie della invertasi a quelle della saccarosio sintasi per la scissione del
saccarosio. La saccarosio sintasi, inoltre, può essere attiva nei siti localizzati
durante le prime fasi di sviluppo, vale a dire nel floema e nei siti di rapida
deposizione della parete cellulare (Wachter R. et al., 2003; Gardiner J. C.
et al., 2003; Ruan Y. L. et al., 2003). Complessivamente, comunque, diver-
se evidenze supportano l’assunto che il bilancio tra l’attività dell’invertasi e
della saccarosio sintasi può alterare lo sviluppo delle piante attraverso effet-
ti differenziali sul sistema di “sugar signaling”. Dati recenti indicano che il
ruolo della saccarosio sintasi nell’importo del saccarosio può coinvolgere una
duplice capacità di dirigere il carbonio verso la biosintesi dei polisaccaridi e
verso la respirazione (Koch K., 2004). La centralità della saccarosio sintasi
per importare il saccarosio attraverso molte strutture può riferirsi alla mo-
derata, ma di ampio spettro, riduzione dei livelli di ossigeno all’interno di
certe strutture. Dati recenti indicano che i livelli di ossigeno esogeno sono
generalmente ridotti per variare il degrado nei tessuti sink attivi e nei semi
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in via di sviluppo e anche nel floema (van Dongen J. Y. et al., 2003). La
saccarosio sintasi è solo uno dei pochi geni ad essere regolato sotto condizio-
ni di scarisità di ossigeno: la sua essenzialità in queste condizioni è indicata
dalla capacità delle piante wild-type, ma non dei mutanti per l’enzima, di
sopravvivere agli allagamenti (Ricard N et al., 1998; Fukao T. et al, 2003). In
tali situazioni la saccarosio sintasi può aiutare la conservazione respiratoria
degli adenilati attraverso la produzione di UDPglucosio invece degli esosi ad-
dizionali. Questo enzima può inoltre essere centrale per l’efficacia in alcune
simbiosi (Gordon A. J. et al., 1999; Xie Z. P. et al., 2003) ed è stata implicata
nel mantenimento di altre. Sono stati ipotizzati ulteriori ruoli per la sacca-
rosio sintasi nello sviluppo e nell’importo del saccarosio da vari tessuti sink.
Il gene per la saccarosio sintasi è uno dei primi a mostrare elevata espres-
sione quando i primordi fogliari differenziano dal meristema apicale (Pian S.
et al., 2001). La via della saccarosio sintasi per la scissione del saccarosio
predomina su quelle che coinvolgono le invertasi durante lo stoccaggio e la
maturazione dello sviluppo degli organi (King S.P. et al., 1997; Fernie A.R. et
al., 2002). Almeno alcuni di questi effetti dello sviluppo sono probabilmente
causati dalla capacità della saccarosio sintasi di minimizzare i segnali dello
zucchero basati sugli esosi, particolarmente durante i periodi in cui questi
segnali potrebbero essere dannosi alla differenziazione e/o maturazione (Wo-
bus U. and Weber H., 1999). È anche da notare che la saccarosio sintasi
potrebbe essere significativa alla nutrizione umana in un contesto non pre-
cedentemente apprezzato: il contenuto di aminoacidi nelle proteine, insieme
con la sua abbondanza, nei grani maturi (Azama K. et al., 2003). Recenti
lavori hanno immunolocalizzato la saccarosio sintasi sugli elementi delle cel-
lule cribrose e sulle cellule compagne (Wachter R. et al., 2003), legando la
scissione del saccarosio alla funzione delle cellule cribrose. I precedenti studi
hanno localizzato la saccarosio sintasi sulle cellule adiacenti alle compagne,
un sito compatibile con i risultati delle analisi dei metaboliti che hanno indi-
cato l’attività in/o vicino alla via di trasporto (Geigenberger P. et al.,. 1993).
Lavori più recenti hanno mostrato che il pirofosfato inorganico è essenziale
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per il funzionamento del floema, ed hanno implicato una via di respirazione
basata sulla saccarosio sintasi, probabilmente nelle cellule compagne (Ler-
chi et al., 1995). Comunque, recenti risultati localizzano la saccarosio sintasi
nella vicina prossimità della membrana plasmatici delle cellule cribrose e un’
ATPasi floema-specifica che pensano che aiuti il traposrto e la compartimen-
talizzazione del saccarosio (Wachter R et al., 2003). Ulteriori vantaggi della
saccarosio sintasi nel trasporto del saccarosio sono la sua capacità di favorire
la ciclizzazione del pirofosfato inorganico come opposta all’ATP (Huber S.C.
and Akazawa T., 1986; van Dongen et al., 2003; Geigenberger P. et al., 1993)
ed il funzionamento efficace sotto condizioni di limitatezza di ossigeno (Zeng
Y. et al., 1998; Ricard B. et al., 1998). Ciclizzazione del pirofosfato inorga-
nico e carenza di ossigeno sono condizioni tipiche del floema (van Dongen J.
T. et al, 2003; Geigenber P et al., 1993). Passi avanti sono stati effettuati nel
tentativo di chiarire le basi dell’espressione differenziale dei geni per la sacca-
rosio sintasi, soprattutto in risposta alla disponibilità di ossigeno e zucchero.:
questi geni che sono sovraregolati dalla mancanza di carboidrati, sono anche
i più fortemente indotti da carenza di ossigeno e mostrano limitati patterns
di espressione che potrebbero conferire importo di saccarosio o priorità di so-
pravvivenza per i tessuti chiave (Koch K., 1996; Koch K. E. et al., 2000; Zeng
Y et al., 1998). Un contributo chiave per sostenere elevati livelli di mRNA e
proteine della saccarosio sintasi in condizioni di mancanza di ossigeno sem-
bra essere il preferenziale caricamento degli mRNAs della saccarosio sintasi
in grandi polisomi, dove la loro traduzione è aumentata dalla sovraregola-
zione di inziziazione e prolungamento (Ciancy M. and Hannah L. C., 2002).
L’attività della saccarosio sintasi aumenta rapidamente, ma per gradi (Zeng
Y et al., 1998), sotto carenza di ossigeno ma un’ancora maggiore capacità per
l’attività aumentata dopo stress è indicata dall’accumulo di alti livelli di mR-
NA. Tali disparità tra regolazione a livelli trascrizionali e post-trascizionali
possono avere specifici significati fisiologici. Sviluppi recenti nel determinare
come la localizzazione sulla membrana della saccarosio sintasi sia controlla-
ta, vengono da lavori sull’apparente associazione dell’enzima con rosette del
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complesso della cellulosio sintasi della membrana plasmatica: tale reazione
permetterebbe all’UDP-glucosio di alimentare direttamente dalla saccarosio
sintasi la formazione della cellulosa e all’UDP di essere riciclata prontamente
(Fennoy S. L. et al., 1998). Recenti lavori indicano un ruolo ancora maggiore
per l’associazione transiente di saccarosio sintasi con le membrane e che il
controllo di tale localizzazione potrebbe influenzare il bilancio tra ruolo della
saccarosio sintasi nella respirazione e speciali funzioni della biosintesi o com-
partimentalizzazione. L’enzima è tipicamente solubile nel citoplasma e può
contribuire ad una via che conserva l’ATP della respirazione. Gli zuccheri
ed altri segnali possono influenzare la localizzazione della saccarosio sintasi,
fornendo un potenziale mezzo per sintonizzare il bilancio tra respirazione e
biosintesi (Winter H and Huber S. C., 2000; Winter H et al., 1998; Hardin
S.C. et al., 2004). Benché la saccarosio sintasi non abbia specifica affinità per
le membrane, i precedenti lavori hanno indicato che lo status di fosforilazio-
ne dell’enzima è coinvolto nel regolare questa associazione (Fukao T. et al.,
2003; Winter H. et al., 1997). Dati emergenti indicano che lo stato di sviluppo
può influenzare questa relazione (Hardin et al., 2004), possibilmente a causa
degli shifts nel tipo o nella composizione della membrana. Sta diventando
evidente che anche le invertasi vacuolari contribuiscono in modo prominente
all’importo del saccarosio (Sturm A. and Tnag G.- C., 1999; Wachter R et
al., 2003; Andersen M. N. et al., 2002) e ai segnali dello zucchero (Koch K. E.
and Zeng Y., 2002), in particolare durante la crescita per espansione cellulare
di diverse strutture sink (Tymowska-Lalanne Z and Kreis M., 1998; Sturm
A and Tang G.- Q., 1999; Koch K. E. and Zeng Y., 2002; Watcher R. et al.,
2003; Weschke W et al., 2003; Andersen M. N. et al., 2002). Questi ruoli per le
invertasi vacuolari si aggiungono alle precedentemente riconosciute funzioni
includenti la regolazione del turgore e il controllo dell’equilibrio degli zuccheri
nei tessuti dei frutti e tuberi maturi (Sturm A. and Tang G.- C., 1999; Koch
K. E. and Zeng Y., 2002). L’importo del saccarosio e le potenziali influenze
del “signaling” delle invertasi vacuolari sorgono dal loro ruolo nella primaria
via di scissione del saccarosio che entra in tessuti sink in crescita e/o espan-
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sione. Il trasferimento del saccarosio ai vacuoli per il metabolismo iniziale
ha un duplice vantaggio: permettere un doppio ritorno sui costi del traspor-
to dei soluti osmoticamente attivi nel vacuolo per l’espansione e aggiustare
l’espansione degli organi relativa al fornimento di carboidrati. Tali contribu-
ti delle invertasi vacuolari dipendono comunque dalla capacità continuativa
dell’espansione delle pareti cellulari. Se il turgore eccede questo potenziale,
allora la scissione di saccarosio attraverso queste invertasi potrebbe avere un
effetto minimo o negativo sull’importo del saccarosio (Taubenger E. et al.,
1999). Durante l’iniziazione dei sink, comunque, le invertasi vacuolari sem-
brano avere un ruolo chiave (Sturm A and Tang G.- C., 1999; Koch K. E.
and Zeng Y., 2002; Andersen M. N. et al., 2002). L’espressione delle invertasi
vacuolari è, inoltre, sensibile ad un array di segnali, inclusi zuccheri, ormoni
e stimoli ambientali (Koch K., 1996; Long J. C. et al., 2002; Trouverie J. Et
al., 2003; Wachter R. et al., 2003): tra questi ci sono l’influenza della gravi-
tà e dell’acido indolacetico sull’incurvamento degli steli, citochinine e acido
indolacetico sulla formazione ed espansione dei tumori, siccità ed acido ab-
scissico sui livelli degli esosi nelle foglie. Le invertasi delle pareti cellulari sono
centrali per lo scaricamento del floema in alcune strutture che importano il
saccarosio. Il loro significato è molto prominente nei sink nei quali uno step
apoplastico è coinvolto a causa di un gap nelle connessioni plasmodesmiche
tra cellule (Koch K. E. and Zeng Y. 2002; Patrick J. W. and Oﬄer C. E.,
2001). Questo avviene nei semi in via di sviluppo e nel polline. Le invertasi
cellulari contribuiscono in modo predominante allo sviluppo del polline e le
riduzioni antisenso localizzate nelle invertasi delle pareti cellulari possono es-
sere usate per manipolare la maschiofertilità (Roitish T. et al.,2003). Queste
invertasi possono inoltre influenzare sink nei quali le connessioni plasmode-
smiche restano intatte, se almeno un po’ di saccarosio si muove attraverso
lo spazio delle pareti cellulari. I geni delle invertasi rispondono a diversi se-
gnali, includendo quelli generati da effetti diretti o indiretti della loro stessa
espressione (Koch K., 1996; Roitsch T et al., 2000, 2003). Le invertasi sono
inoltre represse da carenza di ossigeno, abbastanza fortemente e rapidamente
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per servire come potenziali markers per la disponibilità di ossigeno endogeno
(Zeng Y., Wu Y., Avigne W. T. and Kovh K. E., 1999). In più, le invertasi
rispondono ad un ampio spettro di ormoni e ad un ampio range di segna-
li ambientali e patogenici (Long J. C. et al., 2002; Trouverie J. et al., 2003;
Roitsch T. et al., 2000; Roitsch T. et al., 2000). Diversi membri della famiglia
possono, inoltre, mostrare risposte contrastanti agli zuccheri o ai fitormoni
(Koch K., 1996; Trouverie J. et al; Andersen M. N., 2002) e l’espressione del-
lo stesso gene può differire molto con il tessuto e/o le condizioni. Gli effetti
dei segnali da stress, includendo l’acido abscissico, sono modificati da altri
segnali di sviluppo. Collettivamente questi segnali facilitano i contributi delle
invertasi alla sopravvivenza e acclimatazione delle foglie, ancora investimento
riproduttivo ristretto per un limitato numero di prole che avrà una maggior
chance di supporto per la maturità. Inibitori proteici stanno guadagnando ri-
conoscimento crescente come potenzialmente importante mezzo del controllo
in vivo per l’attività delle invertasi. La presenza di queste relativamente pic-
cole proteine inibitrici è stata ben documentata in vari sistemi. Comunque, i
siti di azione e il significato funzionale di queste proteine in vivo non è stato
completamente definito.
1.3.2 Gli zuccheri nella crescita e nello sviluppo delle
piante
Le piante, come altri organismi, necessitano di coordinare lo sviluppo con
la disponibilità di nutrienti cruciali, come gli zuccheri solubili. Di beneficio
per le piante è aggiustare il tempismo con cui avvengono eventi nutrienti
intensivi per assicurare un adeguato apporto di materiali ed energia per il
completamento di essi (Gibson S. I., 2005). Glucosio e saccarosio sembrano
essere gli zuccheri principalmente percepiti in modo diretto ma, in alcuni
casi, diversi zuccheri o loro metaboliti possono agire come molecole segnale
(Eastmond P. J., Li Y. And Graham I. A., 2003). Inoltre, molte risposte degli
zuccheri possono essere regolate dalle alterazioni nel loro flusso (Krapp A. et
al., 1993) o nei rapporti tra carbonio ed azoto (Corazzi G. and Bush D. R.,
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2001; Borisjuk et al., 2004), piuttosto che dai loro livelli assoluti. Un fattore
addizionale che complica la nostra conoscenza delle risposte degli zuccheri
è che essi possono agire influenzando i potenziali osmotici. Ad esempio, gli
effetti inibitori del glucosio e del saccarosio sull’allungamento dell’ipocotile
di Arabidopsis al buio possono essere mimati da un osmolita come il sorbi-
tolo (Sommerlad L., Gibson S. I., unpublished). Per contrasto, quest’ultimo
non può imitare completamente gli effetti degli zuccheri sulla germinazione
di Arabidopsis (Dekkers B. J. W., Schuurmans J. A. M. J. and Smeekens
S. C. M., 2004; Price et al., 2003; To J. P. C., Reiter W.D. and Gibson S.
I., 2002). Di conseguenza, controlli osmotici appropriati sono essenziali nel
distinguere tra eventi in cui gli zuccheri agiscono come osmoliti ed eventi
in cui essi agiscono attraverso altri meccanismi. L’effetto della distribuzione
del carbonio sugli organi e l’architettura della pianta intera è illustrato at-
traverso lo stoccaggio dei carboidrati e la concomitante espansione cellulare
negli organi di riserva come radici, frutti, semi e tuberi.. A conferma di ciò
gradienti di zuccheri sono stati riportati correlare spazialmente con l’attività
mitotica (Birisjuk et al., 1998).
Gli zuccheri possono agire come morfogeni, fornendo informazioni posi-
zionali al macchinario del ciclo cellulare e differenti programmi di sviluppo
(Rolland F., Moore B and Sheen J., 2002). Il metabolismo dei carboidrati re-
golato spazialmente nel meristema ed il coinvolgimento del metabolismo dei
carboidrati nell’organogenesi, nello “sugar sensing” e “signaling”, sono coinvol-
ti nel controllo di crescita e sviluppo durante l’intero ciclo della pianta (Pien
et al., 2001). I livelli di zuccheri solubili glucosio e saccarosio, sono postulati
regolare i processi di sviluppo che vanno dallo sviluppo dell’embrione fino al-
la senescenza. Il ruolo degli zuccheri solubili nello sviluppo dell’embrione
è stato studiato prevalentemente utilizzando i semi di legumi come modello
(Borisiuk L. et al., 2004; Hills M. J., 2004). In queste piante, lo sviluppo è
stato trovato procedere in un modo simile ad un’onda da una parte all’altra
dei cotiledoni. Le concentrazioni di glucosio sono mostrate essere le maggiori
nelle cellule attive mitoticamente non differenziate, mentre le concentrazioni
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di saccarosio aumentano come le cellule maturano e iniziano ad accumulare
riserve di amido. Sulla base di queste scoperte, gli zuccheri solubili sono stati
pensati agire come molecole regolatrici che aiutano a controllare lo sviluppo
del seme e dell’embrione. Il glucosio ed il saccarosio agiscono in modo per lo
più opposto durante lo sviluppo dei semi di legumi, con il glucosio che pro-
muove la divisione cellulare ed il saccarosio che è associato con l’espansione
cellulare e la sintesi di amido (Borisjuk L. et al., 2002; 2003). Se i semi di
altre specie rispondano ai gradienti di zucchero in una simile maniera resta
non chiaro, in parte per la difficoltà nel misurare le concentrazioni di sac-
carosio tessuto-specifico e di esosi durante lo sviluppo di piccoli semi come
quelli di Arabidopsis (Bard S. et al., 2992; Hill et al., 2003). L’espressione
tessuto specifico e temporaneamente regolata di trasportatori e invertasi di
esosi può giocare un ruolo nello stabilire e mantenere il gradiente di zuccheri
(Weschke W. et al., 2003). Durante la germinazione ed il primo svilup-
po, i livelli degli zuccheri sono mostrati avere effetti multipli sulla plantula,
positivo in alcuni saggi e negativo in altri. In alcuni casi possono reprimere la
mobilizzazione dei nutrienti, l’allungamento degli ipocotili, l’inverdimento e
l’espansione dei cotiledoni e lo sviluppo dei germogli (Yu et al., 1996; Dijkwel
et al., 1997; Jang and Sheen, 1997; Perata et al., 1997; Gibson, 2000; Smee-
kens, 2000; Eastmond and Graham, 2001). Un alto accumulo di zuccheri può
riflettere condizioni di crescita indesiderabili in un periodo di sviluppo cru-
ciale (Lopez-Molina et al., 2001), e questo ha come risultato un arresto dello
sviluppo reversibile che agisce come un meccanismo di protezione. Mutan-
ti glucosio insensibili (gin) e supersensibili (glo) sono stati isolati sulla base
della risposta di crescita in cui un alto livello di glucosio blocca il passaggio
di Arabidopsis a sviluppo post-germinativo (Rolland F., Moore B and Sheen
J., 2003). Benché alte concentrazioni di glucosio e saccarosio esogeno non
prevengano la germinazione dei semi, la ritardano significativamente (Zhou
et al., 1998). Diversi zuccheri possono agire in questo senso attraverso diverse
vie, e la loro concentrazione necessariamente esercita un notevole effetto che
varia tra diverse specie di zuccheri. Anche interazioni con vie di risposta ai
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fitormoni durante la germinazione del seme sono state evidenziate (Gibson
S. I., 2005). Nei primi studi il glucosio è stato trovato permettere ai semi di
piante wild type di germinare su concentrazioni altrimenti inibitorie di acido
abscissicov (Kinkelstein R.R. and Lnnch T. J., 2000; Garciarrubio A., Legarla
J. P. and Corrubias A. A., 1997). Queste scoperte indicano che, in presenza
di acido abscissico esogeno, il glucosio è capace o di stimolare la germinazio-
ne del seme o di alleviare gli effetti inibitori dell’acido sulla germinazione del
seme. Studi più recenti suggeriscono che il glucosio esogeno ritarda la per-
centuale a cui l’acido abscissico è scisso nei semi in germinazione. Sulla base
di questi risultati, ci si potrebbe aspettare che il glucosio possa esacerbare,
piuttosto che alleviare, gli effetti negativi dell’acido abscissico sulla germina-
zione dei semi. Benché zuccheri esogeni ritardino la germinazione dei semi,
dopo sufficiente tempo la maggior parte delle piante wild type germinerà
su concentrazione di zuccheri anche molto alte (Gibson S. I., 2005), ma la
maggior parte delle plantule formate su questi mezzi fallirà nella formazione
di cotiledoni espansi , foglie vere o sistema radicale esteso, non sviluppando
cloroplasti e non riuscendo a mobilizzare la maggior parte dei lipidi stoc-
cati nei loro semi (Laby R. J. et a., 2000; Janget et al., 1997; Zhou L. et
al., 1998; Gibson S. I., Laby R. J. and Kim D., 2001). Gli zuccheri solubili
influiscono anche sulla formazione di strutture più adulte quali foglie,
noduli, polline, tuberi e radici. Per esempio, la crescita su elevate concen-
trazioni di anidride carbonica, che presumibilmente aumenta la produzione
degli zuccheri, alcune volte porta alla formazione di foglie più larghe e più
spesse (Paul M. J., Pellny T. K., 2003). Il fattore di trascrizione ATHB13
di Arabidopsis è stato implicato nella regolazione della forma delle foglie in
risposta alla presenza di alti livelli di zucchero (Hanson J., Johannesson H.,
Engstrom P., 2001). La sovraespressione di questo gene in piante transge-
niche di Arabidopsis porta alla formazione di cotiledoni e foglie più strette,
quando le piante sono cresciute in presenza di zuccheri esogeni come glucosio
e saccarosio. Ulteriori esami di queste piante hanno rivelato che il saccarosio
inibisce l’espansione laterale delle cellule delle cotiledoni in piante che so-
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vraesprimono ATHB13 (Gibson S. I., 2005). I livelli di zucchero influenzano
inoltre la normale crescita e sviluppo di noduli e polline. In particolare, è
stato osservato che gli effetti effetti negativi sulle percentuali di sviluppo dei
noduli di soia cresciuta su mezzo arricchito con nitrato sono ridotti attraver-
so l’aggiunta di glucosio al mezzo, suggerendo che le percentuali di crescita
dei noduli sono parzialmente dipendenti dal rapporto tra carbonio ed azoto
(Kujikake H. et al., 2003). L’evidenza che le vie di risposta degli zuccheri
possono giocare un ruolo nello sviluppo del polline è fornita da esperimenti
su orzo transgenico che esprime la proteina chinasi SnRK1 in un orientamen-
to antisenso (Zhang Y et al., 2001). Il polline che porta il transgene cessa lo
sviluppo allo stadio binucleato. Poiché SnRK1 è pensata funzionare nelle vie
di risposta metabolica, questo risultato suggerisce che lo sviluppo del polli-
ne sia dipendente dalle normali risposte metaboliche (Halford N. G. et a.,
2003). Gli zuccheri possono causare la formazione di organi extra come
radici avventizie, sotto certe condizioni. Quando plantule wild type di Ara-
bidopsis sono cresciute al buio su mezzo contenente saccarosio 15-60 mM, è
stimolata la formazione di radici avventizie sull’ipocotile. Anche glucosio e
fruttosio, ma non mannosio o sorbitolo, incrementano la formazione di radici
avventizie, suggerendo che l’effetto non è dovuto ad alterazioni nel potenziale
osmotico del mezzo e che solo zuccheri metabolizzabili sono efficaci nell’in-
durre la formazione di radici avventizie (Gibson S. I., 2005). Gli zuccheri
aiutano a regolare la tempistica dei cambi di fase dello sviluppo, come la
progressione da fase giovanile ad adulta, la fioritura e la senescenza. I livelli
di zucchero sono stati ipotizzati influenzare la tempistica della fioritura in
almeno alcune specie di piante (Bernier et al., 1993). In studi su Arabidopsis,
specie longidiurna, una correlazione è stata trovata tra maggior esporto di
carboidrati dalle foglie e aumentata induzione della fioritura (Corbesier L.,
Lejeune P and Bernier G., 1998). Similmente apporti di carbonio ed azoto
di essudati di foglie da Arabidopsis e Sinapis alba aumentano sotto condi-
zioni induttive (Paul M. J and Pellny T. K., 2003; Quirino et al., 2000). I
livelli di zucchero sono mostrati influenzare la fioritura in specie a fioritura
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autonoma, come pomodoro. Applicazioni di saccarosio alle parti apicali della
pianta sono stati mostrati permettere la fioritura di Arabidopsis in condizio-
ni di buio completo (Roldan M et al., 1999), prestando ulteriore supporto
all’ipotesi che gli zuccheri promuovono la fioritura. In altri studi, comunque,
è stato evidenziato che l’effetto induttivo dipenda dalla concentrazione dello
zucchero somministrato. Recentemente, piante di Arabidopsis che portano
mutazioni nel gene per la tralosio-6-P-sintasi sono state trovate incapaci di
fiorire, indicando che questo gene è essenziale per la transizione a fioritura
di questa specie. In Arabidopsis, esporto di carboidrati delle foglie e mobiliz-
zazione dell’amido aumentati sono richiesti per la fioritura, suggerendo che
i carboidrati del floema hanno una funzione critica nella transizione fiorale
(Van DijKen A. J. H., Schluepmann H and Smeekens S. C. M., 2004). Stu-
di più recenti e dettagliati hanno messo il luce che gli effetti degli zuccheri
sulla transizione fiorale sono molto complessi, poiché sembrano influenzare
lo sviluppo attraverso più vie. La complessità del controllo è probabilmente
non sorprendente, considerata la intricata natura dei molti cambi metabolici
e di sviluppo che hanno luogo durante questi stadi. Un ultimo processo che è
stato trovato influenzato dallo “sugar sensing” e “signaling” è la senescenza
delle foglie rappresentata con un declino nel contenuto di clorofilla e attività
fotosintetica (Jiang et al., 1993; Bleeker and Patterson, 1997; Quirino et al.,
2000. Gli zuccheri sono conosciuti reprimere l’espressione genica fotosinteti-
ca ed in piante transgeniche l’espressione dell’esochinasi correla bene con la
percentuale di senescenza delle foglie (Dal et al., 1999; Xiao et al., 2000). Il
contenuto fogliare di glucosio e fruttosio sono mostrati incrementare con l’età
delle foglie, mentre il contenuto di amido diminuisce (Wingler et al., 1998;
Quirino et al., 2001) ed i trasportatori di monosaccaridi sono indotti duran-
te la senescenza avanzata delle foglie (Quirino et al., 2001). Benché zuccheri
forniti esogenamente inducano l’espressione dei geni associati con la senescen-
za in maniera dipendente dall’esochinasi, un altro marker della senescenza è
represso dagli zuccheri nelle foglie di Arabidopsis senescenti (Noh and Amasi-
no, 1998). La recente dimostrazione dei fenotipi supersensibili al glucosio dei
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mutanti di Arabidopsis selezionati sulla base dell’ipersenescenza delle foglie
ed espressione costitutiva dei geni relativi alla patogenesi, suggerisce inoltre
un ruolo per lo “sugar signaling” nella senescenza e difesa (Yoshida et al.,
2002). La senescenza può essere inoltre stimolata da basse concentrazioni di
azoto, suggerendo che essa è regolata più dal rapporto tra carbonio ed azoto,
che dal livello di zucchero assoluto. Recenti studi stanno iniziando a fornire
indizi per alcuni dei meccanismi molecolari attraverso i quali gli zuccheri ed
altri fattosi regolano la senescenza.
1.3.3 Gli zuccheri e gli stress
Stress abiotici e biotici, quali siccità, salinità, alluvioni ed infezioni da virus,
batteri e funghi possono modulare le attività source-sink. La invertasi extra-
cellulare, un’ enzima chiave per l’idrolisi del saccarosio (Sturm, 1999) regolato
da stimoli da stress ed ormoni, è stato proposto essere un modulatore centra-
le della partizione degli assimilati e dell’ integrazione di segnali di zucchero,
stress ed ormoni (Roitsch, 1999). Benché gli stress possano alterare i livelli
di zucchero, esperimenti con inibitori delle proteine chinasi suggeriscono che
gli zuccheri e gli stimoli relativi a stress possono anche attivare indipenden-
temente differenti vie di “signaling” (Ehness et al., 1997; Roitsch, 1999). E’
stato inoltre osservato che gli zuccheri regolano l’espressione di inibitori delle
proteinasi inducibili dalle ferite e i geni inducibili al buio (Fujiki et al., 2001):
alcuni dei geni inducibili al buio sono inoltre attivati attraverso la mancanza
di zucchero, patogeni e senescenza (Quirino et al., 2000; Fujiki et al., 2000;
Mo et al., 2001), suggerendo che una risposta agli stress metabolici potrebbe
essere il meccanismo di base. Un sistema regolatore ancestrale che controlla
il metabolismo, l’esistenza agli stress e l’invecchiamento sembra essere con-
servato dal lievito al topo (Kenyon, 2001). Limitazioni caloriche e aumentata
resistenza da stress ossidativi sono capaci di aumentare la durata della vita.
La ritardata senescenza ed aumentata resistenza agli stress osservata nelle
piante di Arabidopsis antisenso per l’esochinasi (Xiao et al., 2000)correlano
similmente il metabolismo degli zuccheri ed il “sensing” con il controllo della
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resistenza da stress ed invecchiamento. Ulteriori studi richiederanno di ri-
velare le basi genetiche e molecolari delle via di “sensing” e “signaling” che
correlano zuccheri e stress nelle piante.
1.3.4 Zuccheri ed espressione genica
Un’ampia varietà di geni sono regolati dagli zuccheri a livello trascrizionali
includendo geni coinvolti nella fotosintesi, metabolismo di carbonio ed azo-
to, risposte da stress e metabolismo secondario in diverse specie di piante.
Poco è però conosciuto circa l’effettivo macchinario trascrizionali alla base
di queste risposte (Rolland F., Moore B and Sheen J., 2002). Attualmen-
te, molti progressi sono stati compiuti attraverso la dissezione funzionale di
promotori di geni indotti dagli zuccheri. Elementi di risposta agli zuccheri
sono stati trovati nel promotore di classe I della patatina (Liu et al., 1990;
Ishiguro and Nakamura, 1992; 1994). Simili sequenze sono state trovate dei
geni della saccarosio sintasi inducibili dal saccarosio (Fu et al., 1995). Altri
motivi frequentemente trovati in diversi promotori regolati dagli zuccheri so-
no i G-BOX e sequenze relative: il motivo G-BOX (CACGTG) è coinvolto
nel controllo trascrizionale di una varietà di stimoli, tra i quali il controllo
dell’espressione genica mediato dal fitocromo (Martinez-Garçia et al., 2005).
In più, questo motivo è molto simile all’elemento di risposta all’acido abscis-
sico (CCACGTGG) (Pla et al., 1993). Il trascritto della ß-amilasi è indotto
dall’acido abscissico (Ohto et al., 1992) e l’induzione del promotore della
ß-faseolina da parte dell’acido abscissico negli embrioni di tabacco è modu-
lata da saccarosio esterno (Bustos et al., 1998). Questi dati suggeriscono che
il “signaling” di zuccheri, luce, ormoni e difesa possono convergere nel con-
trollo trascrizionale di G-BOX in diversi promotori (Rolland F., Moore B
and Sheen, 2002). Sono richieste ulteriori analisi approfondite per rivelare la
precisa base molecolare di queste interazioni.
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1.3.5 Analoghi degli zuccheri
I rapidi processi di interconversione cui sono soggetti gli zuccheri che vengono
forniti esogenamente alla pianta allo scopo di rilevare i loro effetti sull’espres-
sione genica o sul fenotipo da essi indotto, potrebbero rappresentare un limite
sperimentale. Gli esperimenti mirati a testare gli effetti della concentrazione
degli zuccheri sugli effetti fisiologici e di sviluppo spesso impiegano tratta-
menti destinati ad alterare le concentrazioni di zuccheri endogeni, ma non
permettono una distinzione tra il ruolo degli zuccheri come metaboliti op-
posto al ruolo di molecole “signaling” (Gibson S. I., 2000). Attualmente è
però possibile l’impiego di analoghi non metabolizzabili, alcuni dei quali dif-
feriscono dai corrispondenti zuccheri metabolici nell’assorbimento da parte
della cellula: questo permette di distinguere i meccanismi intracellulari da
quelli extracellulari mediati dagli zuccheri. In teoria, la dimostrazione che
un tale zucchero possa innescare una particolare risposta dovrebbe fornire
una buona indicazione che tale effetto è il risultato dell’azione dello zucchero
come molecola “signaling”, piuttosto che come metabolita. In più dovrebbe
essere possibile usare diversi analoghi per ottenere informazioni circa le vie
di risposta agli zuccheri. Gli analoghi degli zuccheri possono essere utili per
determinare i loro effetti su uno specifico sistema di trasporto di carboidrati
e poi per comprendere quando il loro assorbimento attraverso tale sistema
sia necessario per innescare una particolare risposta. Ad esempio, per capire
il momento in cui la fosforilazione delle esochinasi diventi uno step essenzia-
le in una data via di risposta agli zuccheri, possiamo paragonare gli effetti
degli analoghi degli zuccheri che sono substrati delle esochinasi con quel-
li che non lo sono. La fosforilazione degli zuccheri attraverso le esochinasi,
ma non l’ulteriore metabolismo, gioca un ruolo chiave nell’innescare l’espres-
sione di certi geni regolata dallo zucchero (Graham et al., 1994; Jang and
Sheen, 1994). Per testare il ruolo di un particolare trasportatore del glucosio
nelle risposte agli zuccheri, si potrebbe comparare gli effetti di un analogo
del glucosio che è trasportato tanto efficientemente quanto il glucosio con
gli effetti di un analogo non trasportato per niente. Ma il grado a cui un
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particolare analogo è trasportato e metabolizzato, varia moltissimo tra le
specie. Interpretazioni inequivocabili degli esperimenti con gli analoghi ri-
chiedono che il loro trasporto e metabolismo siano caratterizzati nelle specie
utilizzate (Gibson .I., 2000). Inoltre, agli indubbi vantaggi che essi questi
composti apportano agli studi sperimentali, deve essere posta attenzione nel
loro utilizzo a causa di alcuni limiti di cui è necessario tenere di conto (Loreti,
2000): alcuni analoghi, infatti, possono rivelarsi tossici e gli effetti che essi
procurano possono manifestarsi come induzione o repressione genica aspeci-
fica, indipendente dalla loro percezione. Altri analoghi, benché ritenuti non
metabolizzabili, possono invece esserlo in parte in alcuni sistemi vegetali,
rendendo così poco significativi i confronti tra i risultati ottenuti in specie
differenti. Altri ancora possono essere assorbiti in alcuni sistemi, ma non in
altri, con conseguenti difficoltà nell’interpretazione dei dati, qualora l’assor-
bimento dell’analogo rappresenti un passaggio cruciale per dimostrare una
data ipotesi. Gli analoghi comunemente impiegati sono:
• mannosio: epimero del glucosio, fosforilato dall’esochinasi a mannosio-
6-P , che è scarsamente metabolizzato, tranne in alcuni sistemi della
pianta. (Stoop and Pharr, 1993) Il mannosio, a basse concentrazioni,
è capace di modulare alcune funzioni, anche se è tossico per alcuni
sistemi vegetali. È stato anche usato per dimostrare che l’ulteriore me-
tabolizzazione degli esosi, oltre la loro fosforilazione, non è necessaria
per promuovere la repressione genica. (Graham et al., 1994; Jang and
Sheen, 1994);
• 2-deossiglucosio: analogo del glucosio, fosforilato dall’esochinasi a 2-
deossiglucosio-6-P, che è scarsamente metabolizzato, anche se recenti
dati sperimentali hanno dimostrato la sua metabolizzaizone a 2-deossi-
saccarosio (Klein and Stitt, 1998). È tossico a basse concentrazioni e
procura effetti simili al mannosio;
• 6-deossiglucosio: analogo del glucosio, trasportato all’interno della
cellula, ma senza costituire substrato per l’esochinasi. Dal momento
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che l’esochinasi è un sensore putativo per lo zucchero, la capacità del
6-deossiglucosio di promuovere l’induzione genica, indica che questi
geni sono regolati da un modello di percezione indipendente dall’e-
sochinasi (Roitsh et al., 1995). Altri geni sono invece insensibili al 6-
deossiglucosio, ma sensibili al 2-deossiglucosio, suggerendo la necessità
della fosforilazione ai fini della percezione (Jang and Sheen, 1994);
• 3-O-metilglucosio: analogo del glucosio, trasportato entro la cellu-
la, costituisce substrato dell’esochinasi, non è trasportato in alcuni si-
stemi vegetali (Komor et al., 1985). In altri sistemi non induce geni
zucchero-regolati, indicando che il trasporto degli esosi non è sufficien-
te a promuovere la modulazione genica (Jang and Sheen, 1994). È però
in grado di determinare suddetta induzione in altri sistemi vegetali,
nei quali pertanto l’esochinasi non costituisce il sensore per lo zucchero
(Martin et al., 1997);
• turanosio e palatinosio: analoghi del saccarosio (Glu[1?2]Fru), sono
disaccaridi contenenti una subunità di glucosio legato al fruttosio, 1?6
e 1?3, rispettivamente;
• trealosio: disaccaride, può essere metabolizzato dalle piante, ma in
presenza di validomicina il suo metabolismo viene arrestato, permet-
tendo di valutarne la sua diretta percezione (Wingler et al., 2000).
• altri disaccaridi: galattobiosio (Gal[1?3]Gal), cellobiosio (ßGlc[1?4]Glc),
lactulosio (ßGal[1?4]Fru), lattosio (ßGal[1?4]Glc), leucrosio (Glc[1?5]Fru,
isomaltosio (Glc[1?6]Glc), melibiosio (Gal[1?6]Glc).
1.3.6 Percezione e trasduzione del segnale degli zucche-
ri: “sugar sensing” e “sugar signaling”
Tutti gli organismi necessitano di bilanciare la disponibilità e la richiesta di
carboidrati per sostenere il loro metabolismo e supportare la loro crescita
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ed il loro sviluppo. Le piante ed altri organismi sono unici per la loro ca-
pacità di produrre i carboidrati che essi stessi richiedono. Per coordinare la
distribuzione dei carboidrati, le piante richiedono informazioni riguardanti
il proprio status di zuccheri e dove e per quale fine essi sono necessari. La
coordinazione della produzione di carboidrati, il loro metabolismo e la loro
distribuzione sono controllati in modo armonioso attraverso la regolazione
allosterica di enzimi metabolici o l’espressione tessuto specifica e temporale
dei geni coinvolti. Inoltre, gli zuccheri stessi funzionano come molecole se-
gnale nel regolare la loro produzione ed utilizzo: come ben noto, alti livelli di
zucchero nelle foglie risultano nella regolazione feedback dell’espressione dei
geni fotosintetici e nell’induzione dei geni della biosintesi dell’amido. Indagini
attraverso i meccanismi con cui le piante determinano il loro status carboi-
dratico (sugar sensing) e regolano le risposte degli zuccheri (sugar signaling)
sono complicate dal ruolo centrale degli zuccheri nel metabolismo e crescita
e sviluppo (Rook F. and Bevan M. W., 2003). Parecchi approcci fisiologici,
biochimici e molecolari sono stati usati per studiare le risposte ai movimenti
dei carboidrati nelle piante (Smeekens, 2000; Rommand et al., 2002) ed è
stato considerato come sistema modello genetico di scelta per l’isolamento
dei mutanti di risposta agli zuccheri la specie Arabidopsis. Il controllo di cre-
scita e sviluppo, degli stress e dell’espressione genica da parte degli zuccheri
è stato a lungo pensato essere il risultato di un effetto metabolico. Tuttavia,
il controllo dell’espressione genica, osservato con esosi parzialmente o non
metabolizzabili, o analoghi di esosi e del saccarosio, suggerisce chiaramente il
coinvolgimento di meccanismi di percezione e trasduzione di segnali specifici
che non richiedono il catabolismo degli zuccheri. Per studiare i possibili mec-
canismi di “sugar sensing” e “signaling”, zuccheri ed analoghi di essi sono stati
applicati esogenamente ad intere plantule o a parti di esse, organi o tessu-
ti excisi, protoplasmi e sospensioni cellulari. La manipolazione degli zuccheri
nelle piante è stata effettuata anche attraverso iniezione diretta, “girdling” dei
piccioli, aumento di anidride carbonica, alterazione dell’intensità luminosa e
manipolazione genetica del gene dell’invertasi.
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1.3.7 La percezione degli zuccheri in lieviti ed animali.
Il lievito (Saccharomyces cerevisiae) serve come modello per studiare molti
aspetti biologici di base riguardanti gli eucarioti e rappresenta un importan-
te paradigma per lo studio della percezione degli zuccheri nelle piante. In
lievito alte disponibilità di glucosio, substrato carboidratico preferenziale in
questo sistema, comportano la ”repressione da glucosio” (Trumbly, 1992;
Ronne, 1995; Thevelein and Hohmann, 1995). Questo fenomeno altera pro-
fondamente il metabolismo dei carboidrati, visto che, in presenza di questo
esoso, sono inattivati i geni per il metabolismo degli altri carboidrati, quali
ad esempio quelli codificanti enzimi chiave per la gluconeogesi e quindi gli
altri zuccheri disponibili come fonte di carbonio non vengono più utilizzati.
Il glucosio è convertito in glucosio-6P dalle esoso-chinasi e successivamente
metabolizzato per via glicolitica. Sono stati isolati molti mutanti legati a vari
aspetti del fenomeno della repressione da glucosio, e la loro analisi ha permes-
so di comprendere la complessità della percezione trasduzione del segnale da
zuccheri in questo sistema. Da questi studi è emerso che l’enzima per la fosfo-
rilazione del glucosio HXK2 rappresenta il principale sensore responsabile
del fenomeno della repressione da zuccheri: l’attività della HXK2 dà inizio
alla via di trasduzione del segnale che vede coinvolti i prodotti di diversi geni;
l’ingresso del glucosio in glicolisi, mediato dalla HXK2, rappresenta il passag-
gio chiave per la percezione dell’esoso in questo sistema. Due altri complessi
proteici sono coinvolti attivamente in questa via di repressione: il complesso
protein-fosfatasi GLC7 tipo1 (Tu and Carlson, 1995 ), ed il complesso
SSN6/TUP1, che funziona come generico repressore della trascrizione at-
traverso la modificazione della cromatina. Il complesso SSN6/TUP1 sembra
poter interagire con la proteina di legame per il DNA MIG1, e quindi i geni
che contengono un sito di legame MIG1 sono repressi. In assenza di glucosio
lo stato di repressione è convertito da un differente gruppo di prodotti genici
che includono il complesso chinasico SNF1/SNF4 ed il complesso di modula-
zione della cromatina SNF2: quest’ultimo è composto da circa dieci proteine
e trasforma la conformazione inaccessibile della cromatina indotta da gluco-
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sio in cromatina accessibile e trascrivibile. Come il complesso SSN6/TUP1,
SNF2 è un modulatore generale di cromatina che è diretto al sito di ricono-
scimento cromosomico dei fattori trascrizionali. I complessi SSN6/TUP1 e
SNF2 sono probabilmente regolatori trascrizionali generali negli eucarioti. Il
complesso GLC7 risulta antagonista funzionale di SNF1: questo può infatti
fosforilare e quindi attivare MIG1. Se le esochinasi sembrano essere i sen-
sori di maggiore importanza nella percezione degli zuccheri in lievito, sono
stati identificati anche altri potenziali sensori. Ad esempio i geni di lievito
SNF3 e RGT2 codificanti proteine omologhe ai trasportatori del glucosio
che mostrano una catena c-terminale citosolica inusualmente lunga: entrambi
possono agire da sensori degli zuccheri (Ozcan, 1996). I bassi livelli di gluco-
sio sono percepiti da SNF3, mentre quelli alti da RGT2. Questi due sensori
mediano l’attivazione di differenti se genici codificanti per trasportatori del
glucosio e l’estensione C-terminale potrebbe avere un ruolo specifico.
1.3.8 La percezione degli zuccheri nelle piante
La percezione degli zuccheri, cioè lo “sugar sensing”, può essere definita come
l’interazione tra una molecola di zucchero ed un sensore proteico: questa rea-
zione comporterà nelle cellule una cascata di segnali che andranno a modulare
l’espressione di specifici geni e specifiche attività enzimatiche. Per attivare le
vie di traduzione del segnale, innanzitutto gli zuccheri devono essere perce-
piti. La duplice funzione degli zuccheri sia come nutrienti che come molecole
“sensing” e “signaling”, complica significativamente le analisi dei meccanismi
coinvolti: gli zuccheri controllano l’espressione di molti geni vegetali e, di
conseguenza, molti processi metabolici e di sviluppo (Koch, 1996). Negli ul-
timi anni si sono accumulate evidenze sperimentali che fanno supporre, nei
vegetali, l’esistenza di almeno tre distinte vie di percezione del segnale da
zuccheri:
1. un sistema esoso chinasi dipendente, simile a quello dei lieviti
ed animali;
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2. una via regolata da un sensore associato al trasportatore degli
esosi;
3. una via legata alla percezione specifica dei disaccaridi e me-
diata del trasportatore del saccarosio.
1. Numerose linee di ricerca hanno mostrato che lo “sugar sensing” me-
diato dalle esochinasi controlla diversi processi e vie metaboliche nelle
piante. Uno di questi processi è l’inibizione a feedback della fotosintesi
indotta dagli zuccheri: l’accumulo di carboidrati nelle foglie porta ad
un’inibizione della fotosintesi e ad un concomitante decremento della
proteina rubisco, di altri enzimi del ciclo di Calvin, e della clorofilla.
Un importante meccanismo che sostiene l’inibizione a feedback della
fotosintesi è la repressione di molti geni fotosintetici. Una riduzione dei
livelli di trascritti di RBCS (codificante la subunità minore della rubi-
sco) è stata osservata anche in una sospensione cellulare di Chenopo-
dium rubrum, quando coltivata in presenza di glucosio. Il metabolismo
del glucosio è essenziale per la repressione: l’aggiunta di suoi analo-
ghi non fosforilabili, come il 6-d-glucosio ed il 3-O-m-glucosio, non è
efficace. Jang e Sheen (1994) hanno utilizzato un sistema di espressio-
ne transiente di protoplasmi di mais per monitorare gli effetti di una
varietà di zuccheri analoghi al glucosio e intermedi metabolici sull’atti-
vità del promotore di geni che codificano per enzimi fotosintetici. Essi
hanno mostrato che il glucosio ed altri esosi substrati delle esochinasi
causano la repressione ad una bassa concentrazione (1-10 mM). L’a-
nalogo del glucosio 2-d-glucosio è un substrato per le esochinasi ma
non viene ulteriormente metabolizzato, ma vari intermedi metabolici
non sono risultati efficaci, facendo così scartare l’ipotesi di un coinvol-
gimento della glicolisi o di altre vie metaboliche. Il mannoeptulosio,
un inibitore delle esochinasi, è stato capace di bloccare la repressione
indotta dal 2-d-glucosio. Poiché i prodotti fosforilati non hanno agito
come segnale di repressione, è stato proposto per le esochinasi un ruolo
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come sensori chiave e trasmettitori del segnale di repressione da zuc-
cheri per i geni fotosintetici nelle piante superiori. In questo sistema di
protoplasmi, accanto al glucosio, poteva inibire l’espressione di geni fo-
tosintetici acnhe l’acetato, suggerendo così che anche un meccanismo di
sensing indipendente dalle esochinasi possa colpire questi geni. Recen-
temente, prove più dirette riguardanti il coinvolgimento delle esochinasi
nella repressione dei geni fotosintetici sono state presentate da Jang et
al. (1997). Il sensing degli zuccheri mediato dalle esochinasi non si ve-
rifica soltanto nelle foglie, ma è importante anche nei tessuti non verdi.
Nelle piante superiori, il ciclo del gliossilato gioca un ruolo importante
nella mobilizzazione delle riserve lipidiche durante i primi stadi di cre-
scita della plantula. In un sistema di coltura cellulare di cetriolo, i geni
del ciclo del gliossilato, per la malato sintasi e la isocitrato liasi, sono
repressi dall’aggiunta di glucosio al mezzo di crescita. Il 2-d-glucosio
ed il mannosio, entrambi fosforilati dalle esochinasi, ma non ulterior-
mente metabolizzati reprimono specificamente l’espressione genica dei
due enzimi. Tuttavia, l’aggiunta di 3-O-m-glucosio , che non può essere
fosforilato dalle esochinasi, non porta ad alcuna repressione (Graham
et al., 1994). La germinazione dei semi di Arabidopsis può essere effi-
cacemente inibita dall’aggiunta di 2-d-glucosio, mannosio al mezzo di
coltura, mentre, nuovamente, il 3-O-m-glucosio è inefficace (Pego et al.,
1999). L’inibitore delle esochinasi, mannoeptulosio, ha rimosso il bloc-
co della germinazione indotto da mannosio, Arabidopsis è una pianta
con semi oleaginosi e durante la germinazione i lipidi sono convertiti in
saccarosio mediante un processo di cui fa parte il ciclo del gliossilato; di
conseguenza, il signaling delle esochinasi può inibire la mobilizzazione
dei lipidi e, forse, di altri composti di riserva e, quindi, la germinazione.
L’insieme di questi riscontri sperimentali suggerisce che il “sensing” ed
il “signaling” degli zuccheri mediati dalle esochinasi siano di fondamen-
tale importanza sia nei tessuti vegetali autotrofi che in quelli eterotrofi
e rappresentino una reminescenza di quello che accade nei lieviti. Molte
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questioni restano però ancora non risolte: questi geni diversi per eso-
chinasi presenti nelle piante, in quali tessuti sono espressi? Qual è la
localizzazione intracellulari delle proteine? Qual è la loro specificità di
substrato? Quali esochinasi prendono parte al “signaling” indotto dagli
esosi e come queste siano controllate. In un recente articolo, Herbers et
al. (1996) suggeriscono che il sensing degli esosi si verifichi in associa-
zione con il sistema secretorio (Golgi-RE). Quando, infatti, l’invertasi
di lievito è espressa nel citosol, nell’apoplasto e nel vacuolo, l’idrolisi
del saccarosio porta ad un eccessivo rilascio di monosaccaridi. Soltanto
con i costrutti apoplastici e vacuolari, però, gli esosi sono percepiti, vale
a dire i geni CAB sono repressi e quelli di difesa indotti. L’espressione
citosolica dell’invertasi di lievito non induce cambiamenti nell’espres-
sione di questi geni anche quando gli esosi rilasciati sono, in linea di
principio, substrati per le esochinasi. Dal momento che le invertasi indi-
rizzate all’apoplasto e al vacuolo sono trasportate attraverso il sistema
di endomembrane, gli autori hanno concluso che il “sensing” deve veri-
ficarsi in associazione con questo sistema. Il saccarosio è presente nel
sistema di endomembrane ed il glucosio là rilasciato è percepito, co-
me è stato dimostrato anche da un esperimento che ha impiegato un
gene per la fructosiltransferasi batterica (Turk et al., 1997). La fructo-
siltransferasi converte ilsaccarosio in fruttani con rilascio concomitante
di quantità equimolari di glucosio. L’espressione della fructosiltransfe-
rasi nel sistema di endomembrane porta all’accumulo di fruttani e ad
un fenotipo scolorito delle piante che è indicativo di una sottoregola-
zione dei geni fotosintetici. Queste osservazioni possono essere spiegate
anche assumendo che sia percepito il flusso degli esosi in entrata nel
citosol e non la loro effettiva concentrazione citosolica; da questo punto
di vista, il “signaling” dell’esochinasi potrebbe essere associato con tra-
sportatori dei monosaccaridi presenti nelle membrane che circondano il
compartimento citosolico.
2. Evidenze sperimentali circa la presenza di proteine trasportatrici di
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monosaccaridi con funzione di “signaling” derivano da esperimenti con-
dotti con analoghi del glucosio che sono assorbiti dalle cellule, ma non
fosforilati dalle esochinasi, come il 3-O-m-glucosio ed il 6-d-glucosio.
In una coltura cellulare fotoautotrofa in sospensione di Chenopodium
rubrum, l’aggiunta di glucosio o saccarosio induceva l’espressione di
geni codificanti per l’invertasi extracellulare e per la saccarosio sinta-
si. Questa induzione poteva essere mimata dal 6-d-glucosio (Godt et
al., 1995; Roitsch et al., 1995). L’induzione esercitata dal 6-d-glucosio
suggerisce che il glucosio sono fosforilato rappresenti il segnale per l’e-
spressione indotta da zuccheri di entrambi i geni. Questo tipo di “sugar
sensing” sembra essere evolutivamente conservato, dal momento che
è stato riportato anche per l’alga verde unicellulare Clorella kessleri
essa è capace di crescere autotrofamente che al buio su glucosio. L’at-
tivazione nelle cellule di C. kessleri della crescita autotrofa mediante
l’addizione di glucosio può essere mimato dal 6-d-glucosio ed è stato
ipotizzato che un trasportatore del glucosio agisca come sensore (Hil-
garth et al., 1991). Anche il promotore della patatina di classe I (B33),
la cui espressione viene indotta da zuccheri e aminoacidi, può essere
indotto dagli analoghi del glucosio, 6-d-glucosio e 3-O-m-glucosio, in
piante transgeniche di Arabidopsis esperimenti GUS sotto il controllo
del promotore Pat(B33) (Martin et.al., 1997). Questo risultato sugge-
risce che nelle piante intere sia il trasporto del glucosio a modulare
l’induzione dell’espressione genica, e non la sua successiva metaboliz-
zazione. Mentre però nei lieviti alcuni trasportatori specializzati degli
esosi possono effettivamente agire come sensori degli zuccheri (Ozcan et
al., 1996), nelle piante con vi è alcuna prova diretta del coinvolgimen-
to nel “signaling” di trasportatori degli zuccheri e i risultati presentati
sopra possono essere spiegati anche ipotizzando la presenza di diverse
proteine che si legano agli zuccheri con una funzione di signaling.
3. Il saccarosio rappresenta un’importante molecola di trasporto ed imma-
gazzinamento degli zuccheri nelle piante e può anch’essa presentare una
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funzione di “signaling”. Numerose osservazioni suggeriscono che il sac-
carosio può essere percepito dalle piante come tale, ciò come molecola.
L’induzione saccarosio-specifica dell’espressione genica è stata risporta-
ta per il promotore della patatina (Wenzler et al. 1989; Jefferson et al.
1990) e per il promotore rolC floema-specifico (Yokoyama et al. 1994).
Dal momento che il saccarosio può essere prontamente idrolizzato a
glucosio e fruttosio, è però difficile stabilirne una funzione diretta. Di
recente, è stato clonato un gene Leu zipper di Arabidopsis, ATB2, che
è controolato dal saccarosio (Rooks and Smeekens, non pubblicato).
L’espressione di tale gene è repressa trascrizionalmente dal saccarosio a
concentrazioni fisiologiche nell’indurre questa repressione. Le plantule
di Arabidopsis hanno la capacità di sintetizzare saccarosio quando il
glucosio è aggiunto al mezzo (Dijkwel et al. 1996). È probabile perciò
che sia percepita non tanto la concentrazione reale del saccarosio, ma,
anche in questo caso, manca una prova diretta. Molto recentemente poi
Loreti et al. (2000), hanno evidenziato come l’espressione dell’?-amilasi
in embrioni di orzo sia modulata in due distinti modi: una via glucosio-
dipendente ed una disaccaridi-dipendente. È stato, infatti, dimostra-
to come i disaccaridi non metabolizzabili siano in grado di modulare
specificamente, in questo sistema, l’induzione dell’?-amilasi.
1.3.9 Analisi biochimica dello “sugar signaling”
In contrasto alla situazione dei microrganismi, la maggior parte dei compo-
nenti delle cascate dello “sugar signaling” delle piante non sono stati ben
caratterizzati (Rolland F., Moore B and Sheen J., 2002). Numerosi esperi-
menti farmacologici, studi biochimici ed analogie ai sistemi di lieviti sono
stati effettuati in sistemi di protoplasmi di mais per indagare i meccanismi
alla base dello “sugar signaling” (Sheen, 1993; 1999; Jang J.- C. and Sheen
J., unpublished data). Uno dei più comuni meccanismi nella trasduzione del
segnale è la fosforilazione e defosforilazione delle proteine e l’uso di specifici
inibitori ha indicato il coinvolgimento di varie protein chinasi e fosfatasi nella
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transduzione del segnale degli zuccheri (Rolland F., Moore B and Sheen J.,
2002). Gli inibitori delle protein fosfatasi mimano la repressione da parte degli
zuccheri dei promotori dei geni della fotosintesi (Sheen, 1993), risultato che
correla con il ruolo nella repressione del glucosio (Ludin et al., 1998; Alms
et al., 1999). Comunque, anche gli inibitori delle protein chinasi ad ampio
spettro possono bloccare l’espressione dei geni fotosintesi, suggerendo un’in-
terazione complessa delle protein chinasi e fosfatasi (Jang and Sheen, 1997).
Una protein chinasi che gioca un ruolo nel controllo globale del metabolismo
del carbonio delle piante è SnRK1 (protein chinasi 1 relativa a SnF1), così
chiamata per la sua omologia e similarità funzionale con la SnF1 di lievito
(Halford N. G. et al., 2003). La SnF1 di lievito è caratterizzata come uno
dei componenti maggiori nello “sugar signaling” di lievito ed è richiesta per
la derepressione, in mancanza di zucchero, di molti geni repressi dal glucosio
(Carlson, 1999): è infatti attivata in risposta a bassi livelli di glucosio cellulari
(Gancedo, 1998; Ronne, 1995; Dickinson, 1999). La famiglia SnF1 delle pro-
tein chinasi è un distinto gruppo nella superfamiglia delle proteine chinasi,
ma è strettamente relativa al gruppo di chinasi dipendenti dal calcio (Hardie,
2002). SnF1 fosforila il repressore trascrizionali Mig1, causando la sua traslo-
cazione al citoplasma e la derepressione di geni target (De Vit et al., 1997;
Treitel et al., 1998). In più SnF1 influenza direttamente il macchinario della
trascrizione attraverso interazioni con il complesso mediatore dell’RNApoli-
merasi II e la fosforilazione degli istoni (Kuchin et al, 2000). Lo stesso gene
per SnF1 è attivato da fosforilazione e le protein fosfatasi di glucosio defosfori-
lano ed inattivano SnF1 inducendo un cambio conformazionale autoinibitore
(Jiang and Carlsol, 1996). Attraverso la derepressione di geni coinvolti nella
conversione metabolica di fonti di carbonio alternative, SnF1 similmente as-
sicura sufficiente sintesi di ATP in lievito in assenza di glucosio (Rolland F.,
Moore B. and Sheen J., 2002). Negli anni recenti, analisi biochimiche e mole-
colari hanno rivelato l’esistenza di una grande famiglia di SnRK nelle piante,
classificata nei sottogruppi SnRK1-2-3 sulla base di similarità di sequenza e
di amminoacidi. Benché la caratterizzazione funzionale di queste proteine sia
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ancora ad un primo stadio, è proposto che esse agiscano come regolatori glo-
bali del metabolismo del carbonio nelle piante (Halford and Hardie, 1998). I
dati esistenti supportano funzioni complesse e distinte delle SnRK nelle pian-
te. Nelle piante le SnRK giocano un ruolo importante nel metabolismo del
carbonio fosforilando ed inattivando direttamente vari enzimi (Sudgen et al.,
1999). I geni delle sottofamiglie SnRK2 e SnRK3 sembrano essere unici per le
piante e sono relativamente grandi e diversi rispetto a SnRK1 (Halford N.G.
et al., 2003): SnRK2 è coinvolto nei cambi indotti dall’acido abscissico nell’e-
spressione genica (Anderberg and WalKer-Simmons, 1992; Gomez-Cadenas
et al., 1999; mentre SnRK3 nel conferimento della tolleranza al sale (Hlfter et
al., 2000; Liu et al., 2000). I geni SnRK1 sono stati identificati e caratteriz-
zati in molte specie di piante. Essi sono presenti in famiglie geniche piccole e
grandi (Halford and Hardie, 1998). C’è evidenza per la regolazione trascrizio-
nali differenziale dell’espressione genica di SnRK1: l’esatta natura del segnale
che causa cambi nell’espressione genica di SnRK1 o nello stato di attivazione
non è noto. Sembra, inoltre, che SnRK1 possa essere inibita da glucosio-6-P
(Toroser et al., 2000), benché altri abbiano attribuito questa inibizione alla
presenza di un contaminante (Sugden et al., 1999). Ulteriore evidenza che
SnRK1 sia coinvolta nel controllo del metabolismo del carbonio viene dal-
l’identificazione dei suoi substrati e dei geni che regola. Questo ha portato
all’ipotesi che SnRK1 sia inattivato in risposta ad alti livelli di saccarosio in-
tracellulari e bassi livelli di glucosio intracellulari. La prima proteina vegetale
ad essere identificata come substrato per SnRK1 èHMG-CoA reduttasi di
Arabidopsis (Dale et al., 1995). Questo enzima catalizza la riduzione NADH
dipendente di HMG-CoA (3-idrossi-metilglutaril CoA) ad acido mevalonico.
La fosforilazione risulta nell’attivazione dell’enzima. Successivamente, due al-
tri importanti enzimi, saccarosio-P-sintasi e nitrato reduttasi, sono stati
mostrati substrati per SnRK1: in entrambi i casi la fosforilazione risulta nel-
l’attivazione dell’enzima (Bachmann et al., 1996; Douglas et al., 1995; Su et
al., 1996). Le sequenze intorno ad entrambi i siti sono conformi al motivo di
riconoscimento consenso di SnRK1 ed evidenza immunologia conferma que-
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ste fosforilazione (Crawford et al., 2001). Chiaramente, se SnRK1 gioca un
ruolo nel controllare l’attività di HMG-CoA-reduttasi, saccarosio-P-sintasi e
nitrato reduttasi, allora scioglierli dalla regolazione di SnRK1 rimuovendo il
sito di fosforilazione potrebbe essere importante nell’ingegneria metabolica
delle piante con questi enzimi (Halford et al., 2003). Questo potrebbe spie-
gare perché la sovraespressione di HMG-CoA-reduttasi in Arabidopsis porta
a livelli di trascritto aumentati 40 volte comparati con wild type, ma sono 3
volte nell’attività di HMG-Coa-reduttasi (Re et al., 1995). La possibilità che
SnRK1 possa compiere un simile ruolo nella regolazione dell’espressione ge-
nica nelle piante è stata indagata esprimendo una sequenza antisenso SnRK1
di patata, in tuberi e foglie di patata transgenica (Purcell et al., 1998), con il
risultato di una riduzione dell’attività della saccarosio sintasi. L’espressione
genica della saccarosio sintasi è mostrata essere diminuita drammaticamen-
te nei tuberi transgenici ed essere non inducibile da saccarosio nelle foglie
excise che esprimono la sequenza antisenso. Il ruolo di SnRK1 nel regolare
l’espressione di altri geni codificanti enzimi del metabolismo dei carboidrati è
ancora sotto studio. Per esempio cambi nell’espressione del gene dell’invertasi
sono stati osservati nelle pianti transgeniche di Arabidospis sovraesprimen-
ti SnRK1(Lessare P, Thomas M, unpublished) e un sistema di espressione
transiente è stato usato per mostrare che SnRK1 antisenso reprime l’attivi-
tà promotrice dell’α-amilasi in embrioni di frumento (Laurie S, McKibbin
R. S., Halford N.G., unpublished). L’espressione di sequenze SnRK1 anti-
senso in diverse specie di piante ha avuto profondi effetti sullo sviluppo. Lo
sviluppo del polline è stato arrestato in piante di orzo esprimenti SnRK1
antisenso (Zhang et al., 2001). I grani di polline sono piccoli, con poco e
niente amido e non sono vitali. Il transgene non passa alla generazione T1,
suggerendo che lo sviluppo dell’ovulo è influenzato; l’infertilità del polline
è spesso associata alla perdita di accumulo di amido ed è stato suggerito
essere causata, in alcuni casi, dall’incapacità di metabolizzare il saccarosio
entrante (Dorion et al., 1996; Sheoran and Saini, 1996; 1997). Questo tipo di
maschio-sterilità in frumento e riso è associata con una diminuzione nell’in-
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vertasi acida più che nell’attività della saccarosio sintasi (Dorion et al, 1996;
Sheoran and Saini, 1996) e SnRK1 non è stata prevista essere associata con
la regolazione dell’attività dell’invertasi nelle piante. In accordo con l’ipotesi
che SnRK1 sia attivata in risposta ad un alto livello di saccarosio o basso
di glucosio e causi l’induzione dell’espressione genica, i grani di polline nelle
piante SnRK1 antisenso dovrebbero essere incapaci di rispondere al loro sta-
tus di carbonio attraverso l’espressione dell’invertasi e l’utilizzo del saccarosio
importato. Essi dovrebbero morire di fame in un modo simile ai mutanti snf1
di lievito che muoiono su mezzo zuccherino (Halford et al., 2003). L’identifi-
cazione di substrati per e i geni regolati da SnRK1 è senza dubbio lontana
dall’essere completa. Inoltre, diverse SnRKs sono regolate differenzialmente
da luce, temperatura, citochinine, stadio di sviluppo e zucchero (Takano et
al., 1998; Ohna et al., 2000; Chinano et al., 2001) . Le analisi funzionali di
SnRK possono essere complicate da funzioni ridondanti r interazioni multiple
con proteine regolatrici (Bouly et al., 1999; Kleinow et al., 2000; Ferrand et
al., 2001).
1.3.10 Analisi genetica dello “sugar signaling”
Benché l’approccio biochimico abbia rivelato il coinvolgimento di proteine
chinasi e fosfatasi nello “sugar signaling” delle piante, i target di queste mo-
lecole regolatrici e le loro funzioni fisiologiche restano elusive. Un approccio
genetico con l’uso di Arabidopsis come pianta modello offre distinte strategie
per analizzare i meccanismi complessi che sono alla base dello “sugar sensing”
e “signaling” nelle piante (Rolland F. et al., 2002). Un potente metodo per
caratterizzare le risposte delle piante agli zuccheri è identificare e analizzare
i mutanti che sono difettivi in una o più risposte. Il termine “mutanti di ri-
sposta agli zuccheri” si riferisce a mutanti nei quali l’espressione dei geni di
risposta agli zuccheri e quindi i cambiamenti in risposta agli zuccheri nella
crescita e nello sviluppo differiscono da quelli delle piante wild type. Che un
particolare mutante per la risposta agli zuccheri sia influenzato nell’efficace
percezione o traduzione di un segnale dello zucchero, è più difficile da essere
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stabilito. Per esempio, diversi mutanti relativi alle vie del “signaling” degli
ormoni delle piante, sono inoltre mutanti per la risposta agli zuccheri, ma
non sono necessariamente coinvolti nello “sugar signaling”: essi possono non
essere parte del meccanismo attraverso cui le cellule delle piante determinano
il loro status dei carboidrati. Un numero crescente di strategie è utilizzata
per isolare mutanti con risposte alterate agli zuccheri: la gran parte è basata
sugli effetti dei mezzi ricchi di zuccheri sullo sviluppo delle plantule o sui cam-
biamenti nell’attività o espressione dei geni di risposta agli zuccheri; le più
recenti includono screens basati su linee transgeniche che contengono fusioni
di promotori di risposta agli zuccheri con geni reporter o marker di selezione
(Rook F. and Bevan M. W., 2003). Sulla base dell’espressione genica regolata
dagli zuccheri o fenotipi zucchero insensibili o ipersensibili durante la germi-
nazione e lo sviluppo delle plantule, un’ampia collezione di mutanti per lo
“sugar signaling” è stata isolata (Sheen et. Al., 1999; Gibson, 2000; Smeekens,
2000; Rook et al., 2001). Gin insensibile ad alti livelli di glucosio, sis (insen-
sibile ad alti livelli di saccarosio), gss (sensibilità aumentata al glucosio), sss
(sensibilità aumentata al saccarosio), glo (altissima sensibilità al glucosio),
prl1, mig (repressione della germinazione su mezzo a bassa concentrazione di
mannosio): sono mutanti distinti grazie a screens genetici basati sull’osserva-
zione che i mezzi di crescita con alti livelli di zucchero possono prevenire la
costituzione delle plantule. Altri tipi di screens di risposta agli zuccheri basati
sull’identificazione dei mutanti con cambiamenti nell’espressione di specifici
geni conosciuti per essere regolati dagli zuccheri, la maggior parte dei quali
fa uso di linee transgeniche che contengono fusioni di regioni regolatorie con
geni reporter o markers di selezioneranno permesso di distinguere i mutan-
ti sun identificati utilizzando linee transgeniche contenenti un gene reporter
per la Luciferasi, guidato dal promotore della plastocianina. Come altri ge-
ni fotosintetici, l’espressione della plastocianina è repressa da alti livelli di
zucchero. I mutanti sono stati identificati poiché l’induzione controllata della
plastocianina non è repressa a lungo dagli zuccheri. Mentre alti livelli di zuc-
chero reprimono l’espressione del fotogeno, i geni che codificano le proteine
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di stoccaggio o i geni coinvolti nella biosintesi dell’amido sono indotti dagli
zuccheri. L’ espressione regolata dagli zuccheri è mantenuta in Arabidopsis
transgenica contenente un promotore della Patatina fuso al gene reporter per
la ?-glucoronidasi ed ha formato la base per l’isolamento di: reduced sucrose
response (rsr). La fusione di un gene promotore zucchero inducibile, con un
marker di selezione negativo è servito per trovare il tipo di mutante impaired
sucrose indiuction (isi). Benché i disegni per screens genetici siano diversi,
molti mutanti insensibili agli zuccheri sono stati trovati allelici, suggeren-
do l’uso di meccanismi conservati nelle risposte agli zuccheri: ad esmpio, il
mutante gin1 (glucosio insensibile) è allelico a sis4 (succhero insensibile) e
ad isi4 (induzione degli zuccheri indebolita); gin4 è allelico a sis1 e gin6 a
sun6, sis5 e isi3 (Sheen et al., 1999; Gibson, 2000; Smeekens, 2000; Rook
et al., 2001). Con eccezione del mutante prl, la maggior parte dei mutanti
che mostrano ipersensibilità al glucosio (glo e gss) o al saccarosio non sono
stati ancora ben caratterizzati. Ulteriori analisi fenotipiche di questi mutanti
ipersensibili e insensibili agli zuccheri e il clonaggio molecolare dei loro geni
corrispondenti, riveleranno nuovi meccanismi della regolazione degli zucche-
ri. La caratterizzazione dei mutanti per la risposta agli zuccheri rivela che
molti di essi esibiscono difetti anche nella risposta a o nel metabolismo dei
fitormoni: questo ha portato alla scoperta di interazioni dirette ed intensive
tra “signaling degli zuccheri e degli ormoni: Per esempio: il mutante prl1
mostra un’aumentata sensibilità non solo agli zuccheri, ma anche all’acido
abscissico, all’etilene, alle citochinine e alle auxine (Nèmeth et al.,1998). Sis5
(Laby et al., 2000), sun6 (Huijser et al., 2000) e gin6 (Arenas-Huertero et
al., 2000) sono allelici ad abi4 ; sis4 (Laby et al., 2000) e gin1 sono allelici ad
aba2. L’acido abscissico e il glucosio possono agire nella stessa via, agendo
l’uno o l’altro per primo: l’acido abscissico può agire attraverso una via di
traduzione del segnale che richiede ABI4, ma non ABI1, ABI2 o ABI3 per
indurre l’espressione di un sensore del glucosio. Piante wild-type potrebbero
produrre livelli relativamente bassi del sensore in risposta ad acido abscissico
endogeno. Il glucosio endogeno potrebbe allora agire attraverso il sensore per
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Figura 1.4: Genetic Model of Interactions between Sugar and Hormone Signaling in
Arabidopsis
causare bassi livelli di attivazione di una via che rallenta il primo sviluppo
delle plantule. L’acido abscissico o il glucosio endogeno potrebbero allora
portare ad una sovrastimolazione di questa via, inibendo fortemente il primo
sviluppo delle plantule. Le piante che portano mutazioni in ABI4 dovrebbero
essere insensibili all’acido abscissico come risultato dell’incapacità di aumen-
tare i livelli del sensore del glucosio in risposta all’acido abscissico. Queste
piante, inoltre, dovrebbero essere insensibili al glucosio come risultato dei
bassi livelli di sensore del glucosio prodotti in risposta all’acido abscissico
endogeno. Glucosio ed acido abscissico, alternativamente, potrebbero agire
attraverso vie inizialmente indipendenti, ma poi convergenti: all’inizio per
indurre l’espressione di ABI4 e poi attivando una via che rallenta il primo
sviluppo delle plantule. Mutazioni in ABI4 potrebbero allora portare a feno-
tipi insensibili all’acido abscissico e al glucosio. Il meccanismo attraverso cui
fitormoni e zuccheri inibiscono il primo sviluppo delle plantule sono proba-
bilmente anche più complessi. I modelli proposti descrivono risposte a solo
un singolo ormone e glucosio, mentre diversi fitormoni, glucosio, luce ed altri
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fattori sono cinvolti nel primo sviluppo delle plantule. Più di uno dei mo-
delli può essere richiesto per descrivere i meccanismo attraverso ciò, solo un
fitormone e il glucosio influenzano il primo sviluppo delle plantule. Alcune
di queste vie potrebbero essere coinvolte nella risposta all’acido abscissico
e al glucosio, mentre altre lo sarebbero in risposta a solo uni di essi. Aci-
do abscissico e gibberelline sono ipotizzati regolare la germinazione dei semi
attraverso diverse vie, alcune delle quali sono di risposta ad entrambi i fitor-
moni e altre sono di risposta a solo uno di essi (Gibson S. I., 2000). Studi
fisiologici hanno dimostrato che l’acido abscissico e gli zuccheri hanno effetti
antagonistici e simili su diversi processi includendo lo sviluppo dei semi, la
germinazione e la crescita delle plantule. Studi genetici hanno identificato
diversi loci che sono coinvolti nelle risposte agli ormoni e agli zuccheri. Que-
sti legami riflettono dirette e indirette interazioni tra vie di “signaling” di
zuccheri ed ormoni. L’identificazione dei prodotti genici che sono codificati a
questi loci sta permettendo di testare queste possibilità (Finkelstein R.R. and
Gibson S. I., 2001). Gli embrioni in via di sviluppo superano una passaggio
da crescita per divisione cellulare a crescita attraverso distensione cellulare,
poiché essi cominciano ad accumulare riserve. Gli zuccheri e l’acido abscissico
sono implicati nel controllo della transizione. Inizialmente, nello sviluppo de-
gli embrioni, i livelli di invertasi sono alti e promuovono un alto rapporto di
esosi su saccarosio. Come lo sviluppo progredisce, l’attività delle invertasi de-
cresce, mentre quella della saccarosio-P-sintasi e saccarosio sintasi aumenta,
invertendo il precedente rapporto tra zuccheri. (Wobus U. e Weber H., 1999).
Allo stesso tempo aumentano i livelli di acido abscissico , in correlazione con
l’arresto del ciclo cellulare tra la fase G1 e S (Finkelstein R.R., Gampala S.
S. L. e Rock C. D., 2002). La manipolazione dei livelli di zucchero solubili nei
cotiledoni, sia negli esperimenti di coltura , sia attraverso l’espressione genica
di un’invertasi di lievito, ha mostrato che il glucosio promuove la divisione
cellulare. Per contro, un aumento di concentrazione di saccarosio è correlata
con un aumento nell’espansione cellulare e nell’accumulo di riserve (Wobus
U. e Weber H., 1999). Livelli di acido abscissico aumentati alla metà dell’em-
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briogenesi, inoltre, promuovono l’accumulo di riserve come mostrato da studi
di colture di embrioni, analisi di mutanti per la risposta all’acido abscissico
e semi transgenici che esprimono anticorpi anti-acido abscissico (Finkelstein
R. R., Gampala S. S. L. and Rock C. D., 2002; Wobus U and Weber H,
1999; Rock C and Quadrano R., 1995). Benché non ci sia evidenza di un’in-
terazione diretta tra gli effetti antagonistici di glucosio ed acido abscissico
sul ciclo cellulare, simili effetti del saccarosio e acido abscissico sull’accumulo
di riserve sembrano essere legati. L’acido abscissico è stato mostrato inte-
ragire anche nella fase della germinazione dei semi: glucosio somministrato
esogenamente permette ai semi wild-type di Arabidopsis di germinare in pre-
senza di concentrazioni di acido abscissico altrimenti inibitorie (Garciarrubio
et al., 1997; Finkelstein and Lynch, 2000). L’effetto inibitore di glucosio e
saccarosio esogeni sull’iniziale sviluppo delle plantule è stato utilizzato per
isolare mutanti di Arabidopsis ipersensibili (Németh et al., 1998) o insensibili
(Zhou et al., 1998; Arenas-Huertero et al., 2000; Laby et al., 2000; Pego et
al., 2000; Gibson et al., 2001) agli zuccheri. La caratterizzazione di tali mu-
tanti ha fornito evidenze per le interazioni tra le vie di risposta aifitormoni e
agli zuccheri durante il primo sviluppo delle plantule. Ad esempio, il mutante
prl1, ipersensibile agli effetti inibitori di alte concentrazioni di saccarosio e
glucosio esogeno ai primi stadi di sviluppo, è anche ipersensibil a citochinine,
acido bscissico, etilene ed auxine (Németh et al.,1998; Salchert et al., 1998).
Inoltre, i due mutanti sis1 (Gibson et al., 2001) e gin4 (Rolland et al., 2002),
resistenti agli effetti inibitori di saccarosio e glucosio su plantule al primo
sviluppo, sono allelici a crt1, mutante per la risposta all’etilene (kieber et
al.,1993).
1.3.11 Piante transgeniche nello “sugar sensing”
Nello studio della percezione degli zuccheri, i lieviti hanno sicuramente rap-
presentato un importante strumento d’indagine per l’identificazione dei com-
ponenti della via di traduzione dei segnali indotti dai carboidrati. Nel momen-
to in cui le ricerche si sono concentrate sulle piante, suddetti risultati hanno
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costituito una valida fonte di informazione per la rivelazione del fenomeno
in un altro sistema. Nonostante le numerose analogie riscontrate, sussistono
comunque importanti differenze nei meccanismi di percezione degli zuccheri
tra i due sistemi, che rendono impossibile estendere il significato dei risultati
ottenuti con l’impiego dell’uno relativi a quelli ottenuti con l’altro. La perce-
zione degli zuccheri nei lieviti è, per definizione, un processo che si svolge a
livello di cellula singola, fenomeno questo che può valere anche per la cellula
vegetale. Tuttavia, nelle piante pluricellulari, dotate di organi differenziati
dal punto di vista metabolico e di sistemi specializzati di trasporto di meta-
boliti, è necessaria anche un’integrazione delle risposte a livello di organismo.
È per ovviare a questi inconvenienti che sono stati introdotti vegetali model-
lo, sui quali focalizzare le ricerche ed ottenere risultati significativi. I sistemi
modello per eccellenza sono rappresentate da piante transgeniche di Arabi-
dopsis. Analizzando le carie collezioni di semi mutagenizzati con inserzioni di
T-DNA, in particolari condizioni di coltura, è stato possibile isolare mutanti
insensibili alla percezione di determinati zuccheri: caratteristica questa giusti-
ficata dalla presenza nel genoma mutagenizzato dell’interruzione di un gene
coinvolto nella catena di trasmissione del segnale. Nella selezione dei mutanti
per lo “sugar sensing” sono state messe in pratica alcune metodologie; una
tra queste ha previsto l’impiego di un gene “marker” indicibili/reprimibile
dallo zucchero, la cui espressione sia facile da saggiare. Con questa tecnica
è stato ad esempio selezionato il mutante di Arabidopsis, chiamato lba (low
beta amylase), incapace di rispondere al saccarosio, fruttosio e glucosio, sia
per quanto riguarda l’induzione della β-amilasi, sia per l’accumulo di anto-
cianine, processo ugualmente regolato da zuccheri (Mita et al., 1997). Metodi
alternativi prevedono l’utilizzo di geni “reporters”, come GUS o LUC, sotto il
controllo di un promotore modulato dallo zucchero. Così è stato selezionato,
sempre da Arabidopsis transgeniche, il mutante rsr (reduced sucrose respon-
se) (Martin et al., 1997), esprimente il gene chimerico patatina-GUS (il gene
della patatina è zucchero inducibile).
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1.4 Scopo della tesi
È ormai accertato dai numerosi lavori descritti finora che gli zuccheri solubili
come glucosio, e saccarosio, oltre ad avere un ruolo centrale nel metabolismo
come fonti di energia e composti strutturali e di riserva, collaborano nella
regolazione di molti processi fisiologici e di sviluppo delle piante. In partico-
lare, i livelli di zucchero sono stati trovati essere di grande importanza nel
determinare il momento in cui le piante fioriscono. Trattamenti che inducono
la fioritura provocano un aumento nel trasporto di carboidrati dalle foglie ai
meristemi apicali dei germogli. Questo fenomeno ha luogo prima dell’inizio
dell’attività metabolica che si osserva durante la transizione a fiore, sugge-
rendo che i livelli di zucchero non si innalzano semplicemente in risposta ad
una maggiore richiesta metabolica e che gli zuccheri possono essere agen-
ti per il segnale del passaggio a fioritura. Gli studi presenti in letteratura,
però, non hanno portato alla dimostrazione di quale sia effettivamente lo
zucchero responsabile di tali eventi, prendendo in considerazione soltanto il
saccarosio ed il glucosio. Inoltre, gli studi riguardanti il legame tra zuccheri
e fioritura sono stati svolti finora attraverso esperimenti che miravano a mo-
dificare le componenti del terreno di coltura: vale a dire che in letteratura
non abbiamo trovato lavori che mostrino un intervento diretto sull’apice cau-
linare. Prendendo in considerazione tutti questi aspetti, abbiamo pensato di
mettere appunto un protocollo di studio che mirasse ad osservare ed analiz-
zare dal punto di vista fenotipico e molecolare eventuali cambiamenti indotti
dalla presenza di zuccheri forniti esogenamente e direttamente alla plantula
sull’apice in un momento della sua crescita vegetativa lontano dal passag-
gio a fioritura. Per attuare questo, le plantule sono state poste a crescere in
condizioni tali da posticipare l’emissione dello scapo fiorale, agendo sul foto-
periodo, così da rendere induttivi i trattamenti con carboidrati. Gli zuccheri
da utilizzare sono stati valutati in base alla loro composizione chimica (mo-
nosaccaridi e disaccaridi) ed alle loro proprietà: oltre a glucosio, fruttosio e
saccarosio, generalmente i più conosciuti nel mondo vegetale, abbiamo scelto
carboidrati analoghi di essi, ma non sempre metabolizzabili, in modo tale da
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rilevarne l’effetto localmente. In parallelo, le plantule sono state sottoposte
alle condizioni di luce continua e freddo, conosciute come induttive la fio-
ritura. Le analisi molecolari sono state svolte sì da osservare e discutere i
cambiamenti indotti dai trattamenti a livello di presenza di zuccheri liberi,
di attività enzimatica e di proteomica, con l’obiettivo finale di comprendere
i meccanismi interni che portano alle manifestazioni fenotipiche osservate.
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2.1 Materiale vegetale
Nelle varie prove di questo lavoro, volte a caratterizzare le risposte fenotipiche
e molecolari delle piante a trattamenti induttivi di vario tipo, sono state
impiegate piante ottenute da semi di Arabidopsis thaliana, ecotipi Columbia,
varietà glabra (Col-gl). Nel nostro caso, la scelta della varietà Col-gl è seguita
ad una prova preliminare effettuata in parallelo con la varietà Col-gl e la
varietà Landsberg, con l’obiettivo di scegliere quella più adatta alla nostra
ricerca. Le semine sono state effettuate in vasi alveolari di diametro di 4
cm contenuti in assemblati di contenitori per alveoli. È stato utilizzato un
terriccio non concimato (Hawita-Flor; spetialsubstratsemina).
2.1.1 Condizioni di coltura
In base a sperimentazioni precedenti che hanno appurato le condizioni di
sviluppo ideali per effettuare trattamenti induttivi, le piante di Arabidopsis
sono state lasciate crescere in ambiente climatizzato con temperatura costan-
te a 23°C e fotoperiodo a giorno breve (10 ore di luce artificiale con intensità
pari a 80 µE/m2/s; sorgente luminosa: Philips Maste TLD58W/840, Osram
L58W/77). Dopo una settimana dalla semina è stata effettuata una concima-
zione con concime universale azotato (NPK: 14.10.27). Al termine della terza
settimana di crescita, le plantule sono state trasferite in ambiente con foto-
periodo caratterizzato da una durata di ore di luce ridotta ad 8. Arabidopsis
è una pianta longidiurna: il fotoperiodo imposto ha consentito lo sviluppo
di rosette che hanno mostrato crescita vegetativa prolungata e passaggio a
fase riproduttiva posticipato. Questa condizione si è rivelata ottimale per ef-
fettuare le prove che hanno previsto trattamenti di tipo induttivo sull’apice
meristematico. Così è stato possibile rilevare direttamente gli effetti dovuti
allo specifico trattamento. Deve essere notato che, proprio a causa del fotope-
riodo a giorno ridotto, la rosetta delle piante è stata caratterizzata da foglie
a crescita eziolata inserisci il termine proprio. Durante la prova preliminare
effettuata per scegliere la varietà di Arabidopsis più adatta allo scopo della
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nostra ricerca, un lotto di piante di varietà Col-gl ed uno di varietà Landsberg
sono stati sottoposti a trattamenti con soluzioni a base di saccarosio mM.
2.2 Lotta agli Sciaridi
Durante le varie fasi di crescita, le plantule sono state frequentemente at-
taccate da larve di Sciaridi. Gli Sciaridi, in età adulta, si presentano come
piccoli moscerini scuri (3 mm) con lunghe antenne. Essi depongono le uova al
colletto delle piante, sgusciano in 2-3 giorno e le larve si sviluppano nel giro
di 2-3 settimane, raggiungendo una lunghezza massima di 5 mm. Le larve
sono di colore bianco traslucido con testa nera. In seguito si impupano nel
substrato e gli adulti sfarfallano entro 3 giorno. Le larve possono provocare
danni molto gravi attaccando direttamente le radichette e cibandosi delle fo-
glie della pianta. Inoltre, gli adulti di Sciaridi possono trasportare da pianta a
pianta le spore di alcuni patogeni radicali come Phytium spp. e Phytophtora
spp. La presenza degli Sciaridi nella cella di crescita è dovuta alle condizioni
non sterili dell’ambiente, spesso a contatto con l’esterno. Sono stati utilizzati
3 metodi di lotta:
1. per contenere l’infestazione, si è rivelata utile la predisposizione di
trappole cromopiche gialle;
2. osservando la permanenza delle larve nel terreno di coltura, è stato
compiuto un trattamento con prodotti chimici (Gesal);
3. è stato adottato, infine un metodo di difesa secondo il sistema di lotta
biologica: il prodotto utilizzato si chiama ‘”Nemasys” ed è un composto
a base di un particolare ceppo del nematode enomopatogeno Steiner-
nema Peltiae, che si applica in sospensione liquida sul substrato, al
momento del loro stadio infettivo. Questi nematodi attaccano pron-
tamente le larve degli Sciaridi, penetrando all’interno del loro corpo
tramite l’apertura boccale ed anale. Quindi rilasciano batteri simbionti
che uccidono rapidamente la larva. Inoltre, i nematodi si riproducono
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all’interno del corpo dell’insetto e danno origine ad una nuova genera-
zione di individui che, raggiunto lo stadio larvale infettivo, si disperdono
nell’ambiente. La soluzione di nematodi è stata applicata nel terriccio
al momento della semina. Il trattamento è stato poi ripetuto una vol-
ta per settimana per un mese, dato che si è rivelato efficace per più
di sei settimane, permettendo alla coltura di superare il periodo più
suscettibile all’attacco, vale a dire il radicamento e la crescita della
piantina.
2.3 Trattamenti sperimentali
2.3.1 Prova preliminare
Per mettere appunto un protocollo sperimentale che consentisse di ricavare i
dati di interesse, è stata effettuata una prova preliminare. Sono stati preparati
vari lotti di piante di Arabidopsis thaliana varietà Col-gl e landsberg che
sono stati posti a crescere nelle condizioni di coltura descritti sopra, al fine
di evidenziare eventuali differenze di crescita tra le due varietà. In seguito le
piantine sono state sottoposte a trattamenti induttivi la fioritura, quali:
• esposizione ad un periodo di 24 h di luce continua (long-day),
• esposizione a 24 h di temperatura inferiore alla normale condizione ed
in particolare a 4 °C (cold),
• somministrazione di zucchero, saccarosio, sull’apice caulinare delle plan-
tule, nella quantità totale di 30 µl di soluzione 50 mM, suddividendola
in tre somministrazioni distanziate da un’ora ciascuna.
Questi trattamenti induttivi sono stati effettuati in vari periodi della crescita
delle plantule per poter individuare il momento in cui le plantule fossero più
sensibili ai trattamenti.
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2.3.2 Protocollo di studio
Dopo aver selezionato, in base ai risultati della prova preliminare, l’epoca
di trattamento e la varietà più adatta da utilizzare, è stato costruito un
protocollo sperimentale. Al terzo giorno della sesta settimana di crescita,
plantule appartenenti a vari lotti sono state sottoposte in parallelo ai seguenti
test:
1. cold: 24 h di temperatura pari a 4°C;
2. long day: 24 h di luce continua (luce artificiale con intensità pari a
80 µE/m2/s; sorgente luminosa: Philips Maste TLD58W/840, Osram
L58W/77);
3. somministrazione di 30 µl di soluzione di zucchero 50 mM, suddivisi
in tre aliquote da 10 µl ciascuna a distanza di un’ora l’una dall’altra,
attraverso l’uso di pipette Gilson; sono stati provati 12 tipi di zuccheri
differenti ed in particolare: Saccarosio, Turanosio, Cellobiosio, Lactu-
losio, Lactitolo, Lattosio, Gentiobiosio, Palatinosio, Glucosio, Frutto-
sio,Raffinosio e 6-deossiGlucosio. I primi 8 zuccheri elencati sono di-
saccaridi. Gli ultimi 4 sono monosaccaridi. Dal punto di vista chimico,
i vari disaccaridi sono composti da due esosi combinati nel seguente
modo:
I 12 zuccheri utilizzati sono distinti anche secondo la loro capacità di essere
metabolizzati: metabolismo, in questo caso, è definibile come la capacità di
indurre un aumento nel contenuto endogeno di glucosio+fruttosio-saccarosio
di due volte o più rispetto al controllo. In base a questo è stato stabilito
(inserire titolo autore) che: mentre saccarosio, cellobiosio e gentiobiosio so-
no metabolizzabili, turanosio, lactulosio, lactitolo e lattosio non lo sono. Le
plantule sono state osservate per tutta la loro crescita e il loro sviluppo, fino
alla fioritura, per un totale di 15 settimane. Gli effetti dei vari trattamenti
sono stati monitorati a partire dal momento della prova ed i risultati sono
visibili in foto scattate ad ogni settimana di sviluppo. Per poter studiare i
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ZUCCHERO STRUTTURA CHIMICA
SACCAROSIO GLU [1→ 2]FRU
TURANOSIO GLU [1→ 3]FRU
CELLOBIOSIO B-GLU [1→ 4]GLU
LACTULOSIO B-GAL [1→ 4]FRU
LACTITOLO B-GAL [1→ 4]GLUCITOL
LATTOSIO B-GAL [1→ 4]GLU
GENTIOBIOSIO B-GLU [1→ 6]GLU
PALATINOSIO GLU [1→ 6]FRU
Tabella 2.1: Disaccaridi utilizzati.
cambiamenti biomolecolari indotti da zuccheri, freddo e long-day, sono stati
prelevati vari campioni vegetali dai diversi organi delle plantule, ed in parti-
colare, da apici, foglie e steli. Da tali campioni sono state effettuate estrazioni
di zuccheri e proteine per determinare la presenza di zuccheri liberi (glucosio,
fruttosio e saccarosio) e confrontare gli spot proteici al fine ultima di studiare
la presenza parallela di proteine indotte dai vari trattamenti e quindi ricercare
possibili vie di signaling per la fioritura.
2.4 Analisi degli zuccheri
2.4.1 Estrazione degli zuccheri (acido-base)
Nel presente lavoro, gli zuccheri sono stati estratti secondo il metodo di estra-
zione dei metaboliti acido-base: i campioni così preparati vengono utilizzati
per la determinazione enzimatica degli zuccheri liberi (glucosio, fruttosio e
saccarosio). Il protocollo per questo metodo prende un quantitativo di cam-
pione pari a circa 0,5 g venga macinato in un mortaio con un pestello con
l’ausilio di azoto liquido. Il peso del campione è stato inferiore a questo valore
secondo la parte vegetale utilizzata (apici: 0,01 - 0,05 g; foglie: 0,05 - 0,1 g;
steli: 0,05 - 0,1 g) ed in questo caso i dati successivi devono essere modificati
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di conseguenza. Al materiale macinato nel pestello si aggiungono 3 ml di
HClO4 5,5%. Dopo di che si mantiene il campione a 4°C per 60 minuti. Poi si
centrifuga a 14.000 x g per 10 minuti. A questo punto si recupera il surnatante
e si procede quindi alla sua neutralizzazione con K2CO3 3,5 M. La neutra-
lizzazione è raggiunta quando aggiunte successive di K2CO3 non producono
più rilascio di CO2. Generalmente sono necessari 300 µl di K2CO3 per 3 ml
di HClO4, ma questi valori possono variare. Successivamente si procede alla
misurazione del pH, che deve essere compreso tra 6,5 e 7,5 perché il coupling
enzimatico che verrà utilizzato per la quantificazione degli zuccheri funziona
a pH neutro o sub-basico. Si mantiene a 4°C per 10 minuti e si centrifuga a
14.000 x g per 5 minuti. A questo punto si recupera il surnatante che viene
mantenuto a -20°C per una notte. Dopo l’incubazione over night a -20°C, si
centrifuga a 14.000 x g per 5 minuti e si recupera il surnatante. Poi si pro-
cede nuovamente al controllo del pH e alla misurazione accurata del volume
del surnatante. Il volume è un parametro importante perché permetterà di
calcolare la concentrazione esatta degli zuccheri liberi in funzione del peso
del campione.
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2.4.2 Procedura per la determinazione enzimatica degli
zuccheri liberi (glucosio, fruttosio e saccarosio)
Il principio su cui si basa questa determinazione di tipo enzimatico è il se-
guente:
a pH neutro
a pH acido
G6P= glucosio-6-fosfato
6PG= 6-fosfogluconato
F6P= fruttosio-6-fostato
G6PDH= glucosio-6-fosfato deidrogenasi
PGI= fosfoglucoisomerasi
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Vengono preparate 4 soluzioni, denominate A, B, C e D, che hanno la
seguente composizione:
Soluzione A (per 10 campioni):
- 1 ml tampone Na-Acetato 50 mM pH 4,6
- 1 mg invertasi liofilizzata (850 U)
Soluzione B (per 10 campioni):
- 1 ml tampone Na-Acetato 50 mM pH 4,6
Soluzione C (per 10 campioni): beginitemize
4 ml tampone Tris-HCl 300 mM pH7,6
3 ml MgCl2 10 mM
15 mg ATP
6 mg NADP
10 U esochinasi
10 U glucosio 6 fosfato deidrogenasi
Soluzione D (per 10 campioni):
- 100 l tampone Tris-HCl 300 mM pH 7,6
- 20 U fosfoglucoisomerasi
Deve essere preparata anche una soluzione di glucosio necessaria per tracciare
la curva di taratura, sulla quale verranno poi calcolate le concentrazioni degli
zuccheri di interesse.
Soluzione standard:
- 1 mg glucosio in un ml di acqua distillata, da cui si prenderanno aliquote
di:0, 5, 10, 20, 40, 80 e 160 l corrispondenti a 0, 28, 56, 112, 224, 448 e
896 nmoli di glucosio.
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Figura 2.1: Spettro di assorbimento del NAD/NADH
Si utilizza un volume di campione pari, al massimo, a 200 µl. Se il volume è
inferiore a questo valore, si porta a volume finale di 200 µl con acqua. Nelle
mie analisi sono stati utilizzati 20 µl di estratti campione, a cui sono stati
aggiunti perciò 180 µl di acqua. Ogni singolo campione viene preparato in
duplicato. Questo perché a uno dei due duplicati verranno aggiunte, in se-
quenza, le soluzioni A e C, mentre all’altro le soluzioni B, C e D. Si pone
uno dei duplicati ad incubare con 100 µl di soluzione A e l’altro con 100 µl
di soluzione B. Si portano gli standard a volume di 200 µl con acqua e si
pongono ad incubare con 100 µl della soluzione B. Si attendono 30 minuti
mantenendo i campioni e gli standard a 37°C. Si uniscono a tutti i campioni
e agli standard 700 µl della soluzione C e si pongono ad incubare a 37°C
per 15 minuti. A questo punto si legge prima l’assorbanza degli standard e
quella dei campioni, a 340 nm. La misura dell’assorbanza dei campioni viene
comparata a quella della curva di taratura. L’assorbanza viene letta a 340
nm poiché viene utilizzato lo spettro di assorbimento del NAD/NADH che
presenta un picco di assorbimento specifico a questa lunghezza d’onda (figura
2.5). Si pongono ad incubare i soli campioni precedentemente trattati con le
soluzioni B e C, con 10 µl della soluzione D, a 37°C per 15 minuti. Si legge
quindi l’assorbanza dei campioni a 340 nm e la si compara a quella della
curva di taratura. L’assorbanza dei campioni trattati con le soluzioni B e C
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corrisponde all’assorbanza del glucosio libero (1). L’assorbanza dei campioni
trattati con le soluzioni A e C è il valore della somma delle assorbanze del
glucosio libero e del glucosio derivante da saccarosio (2). Quindi, per ottenere
la misura dell’assorbanza del saccarosio, si dovrà sottrarre all’assorbanza (2)
l’assorbanza (1). L’assorbanza dei campioni trattati con le soluzioni B, C e
D misura l’assorbanza del glucosio libero più il fruttosio libero (3). Sottraen-
do all’assorbanza (3) la (1) si ottiene il dato del fruttosio. A questo punto
conoscendo il volume dell’estratto e il peso del campione vegetale estratto
con quel volume, è possibile ricavare le moli di zucchero libero per grammo
di peso fresco. Schema riassuntivo:
Assorbanza dei campioni trattati con B e C = glucosio libero
Assorbanza dei campioni trattati con A e C = glucosio libero + glucosio
derivante dal saccarosio. 2 - 1 = saccarosio
Assorbanza dei campioni trattati con B, C e D = glucosio libero + frut-
tosio libero. 3-1 = fruttosio
2.5 Analisi enzimatica
2.5.1 Estrazione e purificazione delle proteine
Per cercare di capire cosa succeda al livello intracellulari in seguito ai tratta-
menti ed in particolare , quali tra gli enzimi interessati dagli zuccheri siano
attivati o soppressi, abbiamo voluto determinare l’attività di: Invertasi aci-
de, Invertasi neutre e Saccarosio sintasi. Inizialmente abbiamo proceduto con
l’estrazione delle proteine totali, utilizzando il Citrate Buffer 50 mM pH 5.2,
composto da Sodio citrato tribasico diidrato 0.1M e Acido citrico diidrato 0.1
M. Un quantitativo di materiale vegetale proveniente dagli apici delle plan-
tule trattate di p.f. 0.01 - 0.05 g è stato macinato in un mortaio con l’aiuto
di un pestello fino ad ottenere un composto omogeneo a cui è stato aggiunto
un quantitativo di buffer pari a 4 volumi (0.5 g in 2 ml). Il tutto è stato
centrifugato per 10 min a 14.000 g ed è stato recuperato il surnatante su cui
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operare la dialisi per la purificazione delle proteine. La dialisi è stata effettua-
ta operando con le Micro Bio-Spin Chromatography Columns BIO-RADR,
colonnine dotate di una matrice interna di gel di poliacrilammide adatte alla
separazione e purificazione di acidi nucleici e proteine con l’ausilio di una
microcentrifuga. All’interno di queste colonnine, la matrice del gel è sospesa
in 1,0 ml di Buffer SSC (Cloruro di Sodio 150 mM, Citrato di Sodio 17,5
mM, pH 7.0) con 0,02% di azido di sodio e Tris buffer (Tris-Hcl 10 mM, pH
7,4) con 0,02% di azido di sodio.
Al fine di purificare unicamente composti proteici, si è reso necessario
eliminare completamente tale buffer e poi lavare la matrice con il tampone
di estrazione di nostro interesse (Citrate Buffer, pH 5.2). I campioni otte-
nuti sono quindi stati caricati nelle colonnine, deponendone lentamente un
volume compreso tra 20 µl e 75 µl al centro della resina. Dopo aver lasciato
decantare e centrifugato per 4 minuti a 1000 g, abbiamo ottenuto i nostri
campioni arricchiti di proteine, pronti per essere analizzati. Per determinare
il quantitativo totale di proteine presenti nei campioni è stato utilizzato il
metodo Bradford.
2.5.2 Determinazione della concentrazione proteica con
il metodo di Bradford (BIO-RAD)
Questo saggio (Bradford, Annal.Biochem. 72: 248, 1976) si basa sull’azione
del colorante Coomassie Brillant Blue G 250 che, tramite legami elettrostati-
ci proteina-gruppi sul fonici del colorante in soluzione acida, forma composti
con le proteine, colorati in “blu”. Il colorante si lega specificamente a residui
di Arginina, Triptofano, Tiroxina, Istidina e Fenilananina. La procedura è
rapida e la sensibilità è sufficientemente elevata (2-20 µg/ml). La retta di
taratura è preparata utilizzando una soluzione standard di BSA (albumina
di siero bovino) a diverse concentrazioni: la lettura allo spettrofotomentro
è eseguita a λ= 595 nm, la lunghezza d’onda a cui il colorante legato alla
proteina ha il suo massimo di assorbimento. Il saggio risulta lineare a concen-
trazioni basse della proteina, mentre non lo è nell’intero range dello spettro
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Figura 2.2: Curva di taratura della BSA.
di assorbimento.
2.5.3 Determinazione dell’attività delle invertasi acide
La determinazione della presenza delle invertasi acide viene effettuata ana-
lizzando l’attività di tali enzimi in due tempi. Perciò sono state preparate
due serie di eppendorf per ogni campione proteico estratto (t0 h e t4 h). Due
soluzione sono necessarie per questa analisi:
- una soluzione di reazione composta da Sodio Acetato 100 MM pH 5.2
e Saccarosio 100 mM
- la soluzione di estrazione Citrato Buffer, utilizzata precedentemente per
l’estrazione e purificazione delle proteine.
In ognuna delle due serie di eppendorf è stata messa una quantità di
campione di volume massimo di 20 µl; nel caso che il quantitativo di campione
fosse inferiore, è stato portato a volume con la soluzione di estrazione. Poi,
ad una serie (t4) sono stati aggiunti 30 µl di volume di reazione ed il tutto
è stato posto ad incubare a 37.5 °C per 4 ore. Nel frattempo, all’altra serie
(t0), sono stati aggiunti 30 µl di reazione; le eppendorf sono state messe a
bollire per 2 minuti e subito trasferite in ghiaccio, per bloccare la reazione
innescata. Passate le 4 ore, i campioni della serie t4 sono stati posti a bollire
per 2 minuti e subito spostati in ghiaccio. A questo punto, è stato analizzato
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il risultato di questo metodo, attraverso la determinazione della presenza di
glucosio con la lettura allo spettrofotometro (λ =340 nm).
2.5.4 Determinazione dell’attività di invertasi neutre e
saccarosio sintasi.
L’analisi della presenza di tali enzimi è stata effettuata tramite lettura allo
spettrofotometro dell’attività proteica indotta dal saccarosio per le inverta-
si neutre e dall’UDP per la saccarosio sintasi. Ciascun campione proteico,
precedentemente estratto, è stato posto in una cuvetta da lettura spettrofo-
tometrica nella quantità di 20 µl insieme a 450 µl di una soluzione composta
da HPES-KOH 200 mM pH 7.5, MgCl2 1 M, EDTA 0.5 M pH 8, KCl 1 M.
Quindi, la cuvetta è stata posta nello spettrofometro tarato per una lettura
a 340 nm, dove la lettura è stata avanzata fino a quando la δAbs non si è
stabilizzata, per circa 1 minuto. A tal punto si è proceduto aggiungendo al
composto nella cuvetta 50 µl di soluzione di saccarosio 80 mM e la lettura è
continuata per 5 minuti. Al sesto minuto sono stati aggiunti 20 µl di soluzione
di UDP 800 mM. La lettura è proceduta per altri 5 minuti. Per determinare
la quantità di enzima attivo presente nei campioni ad ogni minuto della rea-
zione, è stato opportuno considerare che la lettura finale ha rappresentato la
somma totale delle attività di entrambi gli enzimi. Perciò, la presenza di Sac-
carosio sintasi è quantificabile sottraendo all’ δAbs finale, la misura letta fino
all’aggiunta della soluzione di UDP. La quantità di enzima presente in queste
letture è stata stimata in mU per mg di proteina estratto (mU=nmoli/min
di enzima)
2.6 Analisi delle proteine
2.6.1 Elettroforesi bidimensionale
Nel 1975 O’Farrel sviluppò un nuovo metodo di analisi proteica, detto elettro-
foresi bidimensionale su gel (2-D PAGE). La 2-D PAGE è una tecnica unica,
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sia per la sua capacità di separare simultaneamente migliaia di proteine, sia
per la capacità di rivelare modificazioni post, che non possono essere predette
dalla sequenza genica. Con questa tecnica è anche possibile effettuare analisi
di identificazione (tassonomia, lavori forensi, etc), studi di variazione geneti-
ca e le relazioni intercorrenti, patologici, la diagnosi di malattie, la ricerca sul
cancro e sul monitoraggio dell’azione dei farmaci. Mentre in passato l’elet-
troforesi 2D era una tecnica molto difficile, attualmente esistono dei sistemi
che la rendono relativamente semplice ed è stata notevolmente migliorata in
termini di risoluzione e di riproducibilità, permettendo di ottenere mappe
proteiche molto dettagliate. Questa tecnica separa miscele complesse di pro-
teine in funzione del punto isoelettrico (pI) valore di pH al quale il numero
di cariche positive e di quelle negative sono equivalenti e, di conseguenza, la
proteina non mostra alcuna tendenza a migrare verso l’anodo o il catodo-
e del peso molecolare (PM). Per l’isoelettrofocusing (IEF) si utilizza-
no attualmente gel di acrilammide contenenti gradienti di pH immobilizzati
(Ipg o immobiline). L’utilizzo degli ipg in strisce di gels di poliacrilammide
supportate da una plastichino (Bjellqvist et al., 1982) ha risolto i problemi
di instabilità dei pH ed ha assicurato la riproducibilità dei dati. La tecno-
logia delle immoboline permette la creazione di spettri di pH di qualsiasi
ampiezza all’interno del range di pH 3-12. La regione anodica (+) sarà
quella più acida e quella catodica (-) quella più basica. Gli estremi di pH
vengono scelti sulla base dei punti isolelettrici dei componenti da separare;
i composti che verranno caricati in una zona di pH inferiore al loro punto
isolettrico sono carichi positivamente e migreranno verso il catodo fino a rag-
giungere il proprio punto isoelettrico. Quelli che vengono caricati in una zona
di pH superiore al proprio punto isoelettrico migreranno verso l’anodo fino a
raggiungere il proprio pI. Dato che i singoli componenti si muovono comun-
que verso il proprio punto isoelettrico, non ha alcuna importanza il punto di
applicazione del campione. È una tecnica dotata di un elevatissimo potere
risolutivo ed è impiegata in particolare nella preparazione di isoenzimi: è,
infatti, sufficiente una differenza in punti isoelettrici di sole 0.01 unità di pH
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per ottenere una separazione apprezzabile. Le bande proteiche focalizzate in
prima dimensione, sono poi risolte in funzione del peso molecolare tramite
la SDS-PAGE in una direzione perpendicolare alla precedente, realizzando
così la seconda dimensione. È uno dei metodi più largamente impiegati per
separare le diverse proteine di una miscela e determinarne il peso molecolare.
L’SDS (CH25NaO4S), dodecilsolfato di sodio, è un detergente anionico che
si lega saldamente alle proteine provocandone la denaturazione. In presenza
di un eccesso di SDS, le proteine acquisiscono una quantità di carica nega-
tiva costante per unità di massa, così che tutti i complessi proteina-SDS si
muovono verso l’anodo. Per le proprietà di setaccio del gel, la loro mobi-
lità, e quindi la distanza percorsa dopo indeterminato intervallo di tempo,
risulta inversamente proporzionale al log10 del loro peso molecolare. Ogni
catena polipeptidica migra fino a raggiungere un posizione distinta, che va-
ria in funzione del peso molecolare. Il potere di risoluzione dell’elettroforesi
bidimensionale è così alto che si riescono a distinguere due proteine che diffe-
riscono per un solo amminoacido carico. Facendo correre insieme al campione
degli standard di peso molecolare noto, è possibile risalire al peso molecolare
delle proteine del campione.
2.6.2 Estrazione delle proteine cellulari totali
La determinazione della concentrazione proteica è stata effettuata con il me-
todo Bradford (Bradford, 1976). A questo punto il campione è pronto per
essere sottoposto alle analisi di elettroforesi bidimensionale.
2.6.3 Isoelettrofocalizzazione su gradiente di pH immo-
bilizzati (IEF su Ipg)
Dopo aver determinato la concentrazione delle proteine, è stata preparata
una eppendorf per ogni campione di interesse, contenente: il volume di so-
luzione delle proteine estratte corrispondente a 10 µg delle proteine stesse,
risospeso in 200 µl di soluzione di estrazione e IPG bugger 3-10 L, (0.5%
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BIDI.jpg
(v/v)) Le soluzioni sono state fatte assorbire da strisce di gel, “IPG Strips”
della Amersham, lunghe 11 cm, pH 3-10. Per poter eseguire la prima dimen-
sione della elettroforesi bidimensionale, tutte le soluzioni sono state lasciate
assorbire dalle strisce di gel, overnight. Avvenuta la reidratazione delle stri-
sce di gel elettroforetici, ciascun campione, incorporato nella relativa strip
è stato sottposto a Isoelettrofocalizzazione su gradiente di pH immobilizzati
utilizzando l’apparecchiatura Multiphor II. La corsa è avvenuta sotto ilio di
paraffina per evitare l’acidificazione dei gradienti di pH immobilizzati e a
temperatura controllata si 20° C. Le condizioni di corsa sono riportate nella
tabella sottostante:
2.6.4 Condizionamento delle strisce
A questo punto le proteine sono incorporate nelle strisce e separate in base
al loro punto isoelettrico. Ogni striscia è quindi sottoposta a due passaggi
equilibranti di 10 minuti ciascuno. Le soluzioni equilibranti hanno la seguente
composizione:
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SOLUZIONE A: quantità necessarie per singola striscia
Urea (FW 60.06) 7.2 g
TRIS 500 mM pH 6.8 2 ml
Glicerolo 6 ml
SDS 0.2 g
DTT 100 mg
H2O distillata 6.7 ml
SOLUZIONE B quantità necessarie per singola striscia
Urea (FW 60.06) 7.2 g
TRIS 500 mM pH 6.8 2 ml
Glicerolo 6 ml
SDS 0.2 g
IAA 100 mg
Blu di bromofenolo tracce
H2O distillata 6.7 ml
Il TRIS impedisce cambiamenti di pH che potrebbero denaturare le pro-
teine.L’Urea serve come agente solubilizzante ed il Glicerolo preserva le pro-
teine. Il trattamento con SDS maschera la carica intrinseca delle proteine e
apre i ponti disolfuro delle proteine, permettendone una maggior denatura-
zione. Il DTT, ditiotritolo, . Nel secondo passaggio, con la soluzione B, la
IAA, Iodoacetammide, alchila i ponti disolfuro aperti nel trattamento con
DTT in modo da impedire con l’ingombro sterico la loro riformazione.
2.6.5 SDS-PAGE
Terminate le fasi di isoelettrofocalizzazione e condizionamento, le strisce so-
no sottoposte ad una seconda separazione, ortogonale alla prima, mediante
SDS-PAGE, condotta utilizzando un sistema orizzontale, su gel della Amer-
sham Bioscience: “ExcelGelTM SDS, gradient 8-18- Precast gels and buffer
strips for horizontal SDS electrophoresis”. La striscia è stata posta du gel di
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poliacrilammide costituito da un tratto di gel impaccatore (stacking gel), al
5%T e lungo 33 cm, seguito dal gel principale, detto gel di separazione (sepa-
rating gel), a gradiente di concentrazione crescente 8-18%T e lungo 77 mm.
La diversa composizione di questo gel fa sì che il campione si concentri in una
stretta banda prima di essere risolto durante la migrazione nel gel principa-
le. L’aumentata risoluzione delle bande proteiche è dovuta ad un fenomeno
chiamato “isotacoforesi”. La corsa è avvenuta a temperatura controllata di
15°C. Le condizioni di corsa cono riportate nella tabella sottostante: Al ter-
Step Voltaggio (Volts) mAmpere Watt tempo (min)
1 600 20 30 30
2 600 50 30 5
3 600 50 30 70
mine della SDS-PAGE, gli spot sono stati visualizzati colorando il gel con il
metodo della colorazione argentina, detto “Silver staining”.
2.6.6 Colorazione Silver staining.
Al termine della corsa si procede alla colorazione mediante la tecnica denomi-
nata “Silver staining”. È stato utilizzato il “PlusOneTM Silver Staining Kit”
della Amersham Bioscience, consistente in una serie di passaggi consecutivi
che prevedono l’incubazione del gel in cinque soluzioni differenti (A,B,C,D,E):
1. Incubare il gel per circa 30 minuti nel tampone A (fixation solution),
contenente 100 ml di Etanolo assoluto e 25 ml di Acido acetico gla-
ciale portati fino ad un volume di 250 ml con acqua distillata. Questa
soluzione serve a fissare il gel.
2. Incubare il gel per circa 30 minuti nel tampone B (sensitizing solu-
tion) contenente 75 ml di Etanolo assoluto, 10 ml di Sodio tiosolfato
(5% w/v), e 17 g di Sodio acetato, portati fino ad un volume di 250 ml
con acqua distillata.
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3. Lavare il gel con acqua distillata per tre volte, lasciandolo in agitazione
cinque minuti ogni volta.
4. Incubare il gel per 20 minuti nel tampone C (staining solution),
contenente 25 ml di soluzione di Nitrato d’argento (2.5%w/v) ev 0.1
ml di formaldeide (37% w/v), portati fino ad un volume di 250 ml di
acqua distillata. Questa soluzione ha lo scopo di legare l’argento alle
proteine.
5. Lavare il gel con acqua distillata e sciacquare rapidamente la vaschetta
con il tampone C per due volte. Questo serve per eliminare completa-
mente i residui di AgNO3.
6. Incubare il gel nel tampone D (developing solution), contenente 6.25
g di carbonato di sodio e 0.05 ml di Formaldeide (37% w/v), portati
ad un volume finale di 250 ml con acqua distillata , fino a quando
non si evidenziano le bande (nel nostro caso 5 minuti). In tale fase
avviene la colorazione del gel, imputabile ad un cambiamento dello
stato di ossidazione dell’argento (da n°ox +2 a n°ox 0), che determina
l’inscurimento.
7. Incubare il gel per 10 minuti nel tampone E (stopping solution),
contenente 3.65 g di EDTA-Na2*H2O portati ad un volume finale di
250 ml con acqua distillata.
8. Lavare il gel con acqua distillata.
Al termine della colorazione è effettuata una scansione del gel per acquisir-
ne l’immagine in formato elettronico. La figura seguente rappresenta un gel
ottenuto mediante l’approccio descritto:
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L’analisi degli spot proteici è stata effettuata mediante il software PD-
Quest (BioRad).
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Risultati
3.1 Evidenze fenotipiche
Dal punto di vista esclusivamente fenotipico, le plantule hanno mostrato
evidenti differenze di crescita e sviluppo sia nei tempi che nelle modalità tra
i due genotipi e nell’ambito del medesimo genotipo in seguito ai trattamenti
sperimentali. Innanzitutto, dalla prova preliminare abbiamo potuto osservare
una notevole differenza di comportamento tra le due varietà utilizzate: le
plantule di Arabidopsis thaliana. landsberg ha dimostrato una crescita ed
uno sviluppo più vigorosi e passaggio a fase riproduttiva anticipato rispetto a
quelle appartenenti ad A.t. Col-gl. Dalle foto mostrate qui di seguito vediamo
le risposte fenotipiche delle plantule dopo una settimana dal termine del
trattamento: sulla parte sinistra sono disposte plantule campione di ogni
trattamento con riferimento al controllo, provenienti dal lotto di semina di
A.t. Col-gl ; a destra quelle di A.t. landsberg :
Figura 3.1: CONTROLLO: A.t. Col-gl (a sinistra), A.t. landsberg (a destra)
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Figura 3.2: LONG-DAY: A.t. Col-gl (a sinistra), A.t. landsberg (a destra)
Figura 3.3: COLD: A.t. Col-gl (a sinistra), A.t. landsberg (a destra)
Figura 3.4: ZUCCHERO: A.t. Col-gl (a sinistra), A.t. landsberg (a destra)
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Da queste foto si può vedere che le plantule di A.t. landsberg hanno rispo-
sto a tutti i trattamenti, già dopo una settimana con l’emissione dello scapo
fiorale. A.t. Col-gl ha mostrato un tempo di reazione più lento, ma anche
una differenziazione nella modalità. Tali risultati ci hanno indotto a focaliz-
zare la nostra attenzione sulla varietà Col-gl apparsa più adatta alla nostra
ricerca. Abbiamo seguito la crescita delle plantule sottoposte ai trattamen-
ti per scoprire eventuali reazioni, riscontrando evidenti differenze fenotipiche
circa la modalità di crescita e di sviluppo. Di seguito sono mostrate foto delle
plantule al momento in cui sono state sottoposte al trattamento.
Plantule di A. thaliana Col-gl : 6° settimana di crescita, prima del
trattamento:
Figura 3.5: Controllo
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Figura 3.6: A sinistra 6dglucosio; a destra fruttosio
Figura 3.7: A sinistra glucosio; a destra gentiobiosio
Figura 3.8: A sinistra lactitolo; a destra cellobiosio
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Figura 3.9: A sinistra lattosio; a destra lattulosio
Figura 3.10: A sinistra long-day; a destra cold
Figura 3.11: A sinistra platinosio; a destra raffinosio
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Figura 3.12: A sinistra saccarosio; a destra turanosio
Le foto mostrate adesso, rappresentano le plantule dopo 3 settimane dal
termine del trattamento.
Plantule di Arabidopsis thaliana Col-gl : tre settimane dopo i trat-
tamenti.
Figura 3.13: controllo
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(a) 6dglucosio (b) futtosio
(c) glucosio (d) gentibiosio
(e) lactitolo (f) cellobiosio
107
Risultati
(g) lattosio (h) lactulosio
(i) long-day (j) cold
(k) palatinosio (l) raffinosio
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(m) saccarosio (n) turanosio
Le foto scattate dopo tre settimane dal trattamento mostrano la diversità
di reazione ai vari zuccheri, alle condizioni di long-day e di cold. L’esposizio-
ne temporanea a luce continua è ormai nota come la condizione induttiva la
fioritura per eccellenza ed è stato qui confermato. Il trattamento con freddo
invece, effettuato nel nostro caso alla sesta settimana di crescita attraverso
esposizione a 4°C per 24 ore, non sembra aver provocato alcun particolare ef-
fetto rispetto al controllo: probabilmente il momento e la modalità non sono
stati i più adatti per innescare il processo di trasformazione, altrove verificato.
Passando all’analisi delle plantule sottoposte a somministrazione di zucche-
ri, si notano effetti differenziati: glucosio, fruttosio, raffinosio e 6dglucosio
hanno indotto uno sviluppo vegetativo molto vigoroso e rigoglioso, mentre
saccarosio, turanosio e cellobiosio sembrano aver provocato una riduzione
del periodo di crescita vegetativa, anticipando il momento del passaggio a
sviluppo. Le plantule trattate con lactitolo, lactulosio, lattosio, gentiobiosio
e palatinosio, non hanno mostrato comportamento diverso dal controllo. Se
poniamo attenzione a quali zucchero abbiano indotto o represso la fioritu-
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ra, ci accorgiamo che i primi sono tutti polisaccaridi, mentre i secondi sono
monosaccaridi. Per quanto riguarda la tempistica, seguendo le plantule dalla
germinazione alla fioritura per un totale di 15 settimane, abbiamo potuto os-
servare che la condizione di giorno lungo, saccarosio, turanosio e cellobiosio
inducono una fioritura anticipata rispetto al controllo, al freddo, lactulosio,
lactitolo, lattosio, gentiobiosio e palatinosio ed in misura ancora maggiore
rispetto a glucosio, fruttosio, raffinosio e 6dglucosio. È possibile, quindi, di-
stinguere l’azione degli zuccheri in base alla loro composizione chimica, vale a
dire se essi siano monosaccaridi o disaccaridi. Più precisamente, già dopo una
settimana dal termine abbiamo osservato differenze nella crescita vegetativa:
i monosaccaridi stimolano uno sviluppo più vigoroso con apparato fogliare
più esteso, mentre i disaccaridi sembrano frenarla. Questo comportamento si
accentua sempre di più fino alla settimana successiva, quando abbiamo nota-
to l’emissione dello scapo fiorale sulle plantule sottoposte a trattamenti con
disaccaridi; segue la fioritura che avviene alla 13° settimana di crescita. Per
le plantule trattate con zuccheri monosaccaridi, il passaggio a sviluppo ripro-
duttivo è stato osservato alla 9° settimana. Il trattamento con il freddo non
ha indotto cambiamenti significativi rispetto al controllo e le plantule sonno
andate a fiore ad un tempo intermedio, alla 11° settimana. L’esposizione a 24
h di luce continua (long-day), trattamento induttivo per eccellenza, ha pro-
vocato fioritura precoce e periodo di crescita vegetativo ridotto, esattamente
come i trattamenti effettuati con zuccheri disaccaridi.
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Figura 3.14: Crescita e sviluppo riproduttivo.
C= Controllo; LD= Long-day; COLD= freddo; SUC=Saccarosio; TUR= Turanosio;
CELL= Cellobiosio; LACTUL= Lactulosio; LACTIT= Lactitolo; LACT= Lattosio;
GENT= Gentiobiosio; PALAT= Palatinosio; GLC= Glucosio; FRU= Fruttosio; RAF=
Raffinosio; 6dGLC=6dGlucosio
3.2 Zuccheri
Dalle analisi di determinazione degli zuccheri liberi (glucosio, saccarosio, frut-
tosio) nelle varie parti della pianta sia dal momento del trattamento, sia al
quarto giorno dalla fine di esso, sia al settimo, abbiamo raccolto dei dati che
abbiamo elaborato in vari grafici: tali rappresentazioni sono state suddivise
per organo della pianta, così da poter visualizzare meglio le differenze indotte
da ciascun trattamento. Se osserviamo i grafici sottostanti, che riguardano la
presenza di carboidrati negli apici risulta evidente che la condizione di luce
continua è il trattamento che provoca il maggior accumulo di glucosio, sacca-
rosio e fruttosio già al quarto giorno dal trattamento; poi sembra decrescere
in maniera veloce fino al settimo giorno.
Spostando l’attenzione agli effetti delle prove condotte con la sommini-
strazione di zuccheri esogeni, possiamo notare che: il glucosio si accumula in
misura minore, ma comunque discreta dopo tre giorni dalla fine del tratta-
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Figura 3.15: Micromoli di glucosio su g di apici (p.f).
C= controllo; LD= long-day; COLD= freddo; GLU= glucosio; FRU=fruttosio; RAFF=
raffinosio; 6dGLU= 6dglucosio; SUC= saccarosio; TUR= turanosio; CELL= cellobiosio
Figura 3.16: Micromoli di fruttosio su g di apici (p.f.)
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Figura 3.17: Micromoli di saccarosio su g di apici (p.f.)
mento e poi cala al settimo giorno; questo effetto è evidente particolarmente
nelle piante che hanno ricevuto raffinosio, 6dglucosio e saccarosio. Il sacca-
rosio, presente nelle normali condizioni di crescita, si accumula in piccola
quantità sono negli apici trattati con fruttosio, turanosio e cellobiosio e poi
cala, mentre è osservabile una certa misura dopo una settimana, se sono
stati somministrati gli altri zuccheri; le quantità sono comunque molto bas-
se (inferiori a 1000 µmoli/g p.f.). Il fruttosio è presente al quarto giorno
dall’inizio del test nell’apice di ogni plantula, in maniera elevata in quelle
sottoposte a long-day, in maniera discreta in quelle trattate con fruttosio,
raffinosio e 6dglucosio; al settimo giorno il livello decresce fino ad oltre la
metà. Procedendo ad osservare la presenza di zuccheri liberi nelle foglie:
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Figura 3.18: Micromoli di glucosio su g di foglie (p.f.).
C= controllo; LD= long-day; COLD= freddo; GLU= glucosio; FRU=fruttosio; RAFF=
raffinosio; 6dGLU= 6dglucosio; SUC= saccarosio; TUR= turanosio; CELL= cellobiosio.)
Figura 3.19: Micromoli di saccarosio su g di foglie (p.f.)
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Figura 3.20: Micromoli di fruttosio su g di foglie (p.f.)
la situazione appare molto differente. Tutti gli zuccheri, già presenti pri-
ma dei trattamenti, ed il glucosio sembra essere il più rappresentato. Tra
le piante sottoposte ai vari trattamenti, possiamo notare però delle diffe-
renze, soprattutto circa l’andamento tra i tre tempi di rilevazione dei dati.
Long day, saccarosio, turanosio e cellobiosio, sembrano aver indotto un au-
mento nell’accumulo di glucosio, mentre le altre condizioni hanno provocato
un effetto opposto e tra esse è significativo il comportamento di glucosio e
6dglucosio. Al settimo giorno dal termine del test, abbiamo trovato una si-
tuazione particolare: il livello di glucosio libero presente nelle foglie aumenta
in maniera abbondante se le piante sono state trattate con long-day, raffi-
nosio, 6dglucosio e saccarosio ed in misura minore se sono state sottoposte
al freddo. Per quanto riguarda il saccarosio, soltanto alcuni degli zuccheri
somministrati, ne inducono un aumento significativo, anche se in maniera
differenziata tra loro: il saccarosio aumenta nelle foglie delle piante trattate
con fruttosio, raffinosio e saccarosio ad una settimana, mentre al quarto gior-
no solo il turanosio è efficace. Lo stesso andamento è mostrato dal grafico del
fruttosio, ad eccezione del 6dglucosio, che si accumula molto alla fine della
settimana. Passando infine all’analisi della presenza di carboidrati liberi negli
steli:
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Figura 3.21: Micromoli di glucosio su g di steli (p.f.).
C= controllo; LD= long-day; COLD= freddo; GLU= glucosio; FRU=fruttosio; RAFF=
raffinosio; 6dGLU= 6dglucosio; SUC= saccarosio; TUR= turanosio; CELL= cellobiosio.)
Figura 3.22: Micromoli di saccarosio su g di steli (p.f.)
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Figura 3.23: Micromoli di fruttosio su g di steli (p.f.)
abbiamo trovato una pressoché totale assenza di fruttosio: solo al settimo
giorno è stato possibile rilevarne una certa presenza se le plantule sono state
sottoposte a somministrazione di glucosio, 6dglucosio e cellobiosio. Soltanto
la condizione di long-day riesce ad indurre un accumulo discreto dello zucche-
ro al quarto giorno. Diversamente, il saccarosio risulta già in quantità elevata
all’inizio dei trattamenti. Subito dopo il trattamento, però, il livello è calato
precipitosamente negli steli di tutte le piante, tranne in quelle trattate con
6dglucosio dove è invece incrementato. Al settimo giorno, in maniera più o
meno evidente, il livello è nuovamente cresciuto: la reazione maggiore è stata
osservata negli steli delle piante che hanno ricevuto fruttosio, saccarosio e
turanosio e quelle che hanno subito freddo. Il 6dglucosio, che aveva mostra-
to un’induzione contraria, anche al settimo giorno ha provocato un risultato
contrario, dato che lo troviamo calare fino a metà della quota iniziale. Infine,
osservando gli effetti dei trattamenti effettuati sulla presenza di glucosio li-
bero negli steli, è stato possibile notare che lo zucchero è presente , anche se
in quantità modesta, prima del trattamento. Le varie prove hanno dato risul-
tati differenti: il livello di glucosio è stato trovato crescente se le piante erano
state sottoposte a long-day e in quelle che hanno subito somministrazione di
6dglucosio, saccarosio e turanosio. I restanti trattamenti hanno provocato un
decremento più o meno forte. Al settimo giorno, la tendenza è cambiata: è
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stata riscontrata totale assenza di glucosio libero negli steli appartenenti alle
plantule sottoposte al freddo, come con glucosio, 6dglucosio e cellobiosio, ma
con andamento crescente per il fruttosio e decrescente in long-day, raffinosio
e turanosio.
3.3 Analisi enzimatica
Dall’analisi enzimatica svolta al fine di determinare la presenza di Invertasi
acide localizzate nelle varie parti delle plantule, abbiamo potuto osservare
una differenziazione degli effetti legata al tipo di organo. Dai grafici costruiti
elaborando i dati raccolti è evidente come nelle foglie la presenza di enzima
sia scarsa:
Figura 3.24: Invertasi acide nelle foglie.
C= controllo; LD= long-day; COLD= freddo; GLU= glucosio; FRU=fruttosio; RAFF=
raffinosio; 6dGLU= 6dglucosio; SUC= saccarosio; TUR= turanosio; CELL= cellobiosio.
nessun trattamento sembra aver provocato induzioni degne di nota. Molto
diversa è la situazione che si presenta per gli apici, dove la quantità di enzima
è stata rilevata ad un livello molto maggiore. In particolare, è da notare co-
me il fruttosio ed il 6dglucosio abbiamo attivato una reazione enzimatica in
maniera superiore agli altri zuccheri. freddo e turanosio non inducono cam-
biamenti rispetto al controllo. Gli altri zuccheri e la condizione di long-day
sembrano suscitare una certa repressione dell’attività delle invertasi acide,
presenti a livello inferiore rispetto agli altri trattamenti ed al controllo:
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Figura 3.25: Invertasi acide negli apici.
Negli steli, vediamo una situazione diversa, di generale blocco enzimatico:
rispetto al controllo, infatti, tutti i trattamenti, e tra essi soprattutto il long-
day, il glucosio e il 6dglucosio, sembrano indurre un decremento evidente di
invertasi acide:
Figura 3.26: Invertasi acide negli steli.
Spostando l’attenzione a livello citoplasmatico, abbiamo potuto rilevare una
generale attivazione enzimatica negli apici ed in particolare dove è stato som-
ministrato fruttosio e 6dglucosio: Nelle foglie, la presenza di invertasi neutre
varia secondo il trattamento effettuato. Se le piante sono state trattate con
freddo, glucosio, raffinosio e 6dglucosio è possibile osservare un certo aumen-
to di enzima, mentre long-day, fruttosio, saccarosio, turanosio e cellobiosio
sembrano far diminuire il livello rispetto agli altri trattamenti ed al controllo:
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Figura 3.27: Invertasi neutre negli apici
Figura 3.28: Invertasi neutre nelle foglie.
Negli steli, in condizioni neutre, l’attività enzimatica è molto più elevata ri-
spetto agli altri organi ed ai vari trattamenti. Le prove hanno indotto una no-
tevole repressione, soprattutto nel caso di long-day, cold, saccarosio, turanosio
e cellobiosio:
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Figura 3.29: Invertasi neutre negli steli.
Infine, passando ai risultati dell’analisi effettuata sull’attività enzimatica
della saccarosio sintasi, rimane subito evidente che l’andamento mostrato dai
grafici è simile a quello delle Invertasi neutre, ma con una grande differenza:
le quantità sono maggiori di circa 80 volte.
Figura 3.30: Saccarosio sintasi negli apici.
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Figura 3.31: Saccarosio sintasi negli foglie.
Figura 3.32: Saccarosio sintasi negli steli.
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3.4 Analisi molecolare: proteine.
Sono mostrate di seguito le immagini dei gel ottenuti attraverso l’elettrofo-
resi bidimensionale dei campioni proteici estratti dagli apici delle plantule di
Arabidopsis thaliana Col-gl dopo 7 giorni dai vari trattamenti induttivi:
Risultati elettroforesi bidimensionali
SPOT PROTEICI APICI t7
Figura 3.33: A sinistra controllo; a destra cold
Figura 3.34: A sinistra 6dglucosio; a destra cellobiosio
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Figura 3.35: A sinistra fruttosio; a destra saccarosio
Figura 3.36: A sinistra lond-day; a destra glucosio
Figura 3.37: A sinistra raffinosio; a destra turanosio
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Dall’elaborazione grafica di essi abbiamo realizzato dei grafici rappresen-
tanti il risultato del nostro studio sulle proteine indotte.
Figura 3.38: Spot specifici indotti dai singoli trattamenti.
C= controllo; LD= long-day; COLD= freddo; GLU= glucosio; FRU=fruttosio; RAFF=
raffinosio; 6dGLU= 6dglucosio; SUC= saccarosio; TUR= turanosio; CELL= cellobiosio.
Questo grafico mostra il numero di spot proteici specificamente espressi in se-
guito ad ogni singolo trattamento: è evidente come i trattamenti con freddo e
con luce continua siano i più efficaci nell’induzione di proteine specifiche. An-
che i monosaccaridi 6dglucosio, glucosio e fruttosio mostrano un’espressione
altamente specifica, mentre gli altri zuccheri utilizzati non provocano effetti
rilevanti. A questo punto è importante comprendere se questi spot presenti
sui gel siano direttamente legati all’induzione o alla repressione della fioritu-
ra provocata rispettivamente dai disaccaridi o dai monosaccaridi. Inoltre, è
interessante cercare una via di induzione guidata parallelamente da diversi
zuccheri, per capire se esista un pathway di sensing e signaling degli zuccheri,
tale da provocare un’espressione proteica come diretto risultato del segnale
carboidratico. Per questo, sono stati cercati punti in comune tra i patterns
proteici risultanti dai vari trattamenti. In particolare sono stati sovrapposti
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i risultati provenienti dalle prove di cold e log-day, precedentemente eviden-
ziate come le più efficaci a livello specifico: come visibile nel grafico seguente,
sono pochissime le proteine espresse da entrambe le condizioni, in percentua-
le pari all’ 5% circa:
Figura 3.39: Spot indotti da cold e long-day
Confrontando separatamente i risultati ottenuti con i due trattamenti con
quelli dei test con gli zuccheri, abbiamo potuto osservare che:
Figura 3.40: Spot indotti da long-day e dai monosaccaridi
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i monosaccaridi glucosio e 6dglucosio, che singolarmente avevano indotto
un alto numero di proteine espresse, mostrano con il long-day una buona co-
munanza d’induzione e tra i due soprattutto il 6dglucosio, mentre il fruttosio
sembra essere coinvolto sono in minima parte. Abbiamo voluto paragonare
anche i monosaccaridi tra di loro e questo ci ha fatto notare come i punti
in comune siano veramente pochi. Circa i polisaccaridi, è stato osservato che
pochissimi, solo 2, sono gli spot presenti sia nel long day che nel turanosio o
nel cellobiosio
Figura 3.41: Spot indotti da long-day e dai polisaccaridi
Per quanto riguarda il trattamento con freddo, i numeri sono un po’ più
elevati, ma resta evidente che sono i monosaccaridi glucosio e 6dglucosio ad
avere più proteine in comune. Anche in questo caso, un’intersezione tra i vari
zuccheri non ha dato risultati significativi:
Figura 3.42: Spot indotti da cold e dai monosaccaridi.
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Figura 3.43: Spot indotti da cold e dai polisaccaridi.
Come con il long-day, anche con il cold i polisaccaridi hanno poco in co-
mune. Infine, abbiamo voluto intersecare a livello ancora maggiore i risultati
di tutti i trattamenti effettuati, per cercare una possibile via comune. Più pre-
cisamente, abbiamo cercato gli spot comuni tra monosaccaridi e polisaccaridi
rispettivamente con i trattamenti di freddo, long-day e freddo+long-day:
Figura 3.44: Spot comuni tra i trattamenti di cold e long-day e gli zuccheri.
Il risultato di questa operazione mostra che i maggiori quantitativo di spot
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comuni sono mostrati dai monosaccarid e long-day. Gli spot presenti nei
due trattamenti induttivi ed anche nei polisaccaridi sono pochissimi. Quan-
do mettiamo insieme tutti gli spot proteici indotti dagli zuccheri, il numero
torna a crescere con una presenza significativa soprattutto rispetto al trat-
tamento con freddo. Rimane evidente come sia utile cercare una via comune
tra i monosaccaridi. Questa situazione sembrava contrastante con la manife-
stazione fenotipica e l’attività metabolica osservate in precedenza. Allora ab-
biamo pensato di intraprendere una linea di interpretazione diversa: anziché
cercare proteine espresse in comune tra i vari trattamenti risultati induttivi,
vedere si ci potessero essere spot presenti unicamente e specificamente negli
altri casi. In altre parole, ipotizzare non una via di induzione, bensì di re-
pressione: invece di cercare e confrontare le proteine indotte per trovare vie
di induzione comuni, abbiamo voluto paragonare i gel ottenuti con l’elettro-
foresi bidimensionale per vedere se ci fossero spot proteici presenti soltanto
in alcuni casi ed assenti in tutti gli altri. Con i grafici proposti di seguito
abbiamo voluto evidenziare come molte proteine siano espresse soltanto in
seguito all’azione di monosaccaridi, cioè gli zuccheri che sembrano reprimere
la fioritura. Inoltre, dalla ricerca di spot comuni tra i vari zuccheri, abbiamo
trovato che sia la presenza esogena di glucosio, sia di 6dglucosio, sia di frutto-
sio induce l’espressione di cinque proteine specificamente ed unicamente per
essi:
Figura 3.45: Spot indotti dai monosaccaridi, ma non dai polisaccaridi e da cold.
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Questi cinque spot sono ben visibili dall’immagine seguente:
Figura 3.46:
tre spot sono localizzati nella parte bassa della figura e questo indica che
essi rappresentano proteine a basso peso molecolare e dunque sono proba-
bilmente fattori di trascrizione. Ciò significa che grazie a questa analisi dei
dati abbiamo potuto rilevare che gli zuccheri monosaccaridi, che bloccano
la fioritura, proprio essi inducono l’espressione specifica di tre proteine che
possiamo ipotizzare fattori di trascrizione ad effetto inibitorio.
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Discussione e conclusioni
Le piante, come gli altri organismi, necessitano di coordinare lo svilup-
po con la disponibilità di nutrienti., per assicurare un adeguato apporto di
materiali ed energia per portare a termine programmi di sviluppo specifici.
I meccanismi attraverso cui gli zuccheri agiscono per influenzare lo sviluppo
delle piante hanno da poco cominciato ad essere almeno parzialmente com-
presi. In aggiunta al loro ruolo essenziale come substrati nel metabolismo
del carbonio, energia e biosintesi di polimeri, gli zuccheri hanno l’importante
funzione di agire come messaggeri primari nella percezione e trasduzione dei
segnali. Nonostante l’effetto regolativo degli zuccheri sull’attività fotosinte-
tica e sul metabolismo delle piante sia stato riconosciuto, è relativamente
nuovo il concetto dei carboidrati come molecole “signaling”. La conoscenza
delle modalità di risposta degli zuccheri è complicata dal fatto che le piante
hanno vie multiple di percezione e trasduzione dei segnali e che le e che so-
lamente alcuni passaggi risultano ad oggi chiariti. Glucosio e saccarosio sono
gli zuccheri più studiati e conosciuti circa la loro capacità di essere percepiti
direttamente dalle cellule ma, in alcuni casi, diversi zuccheri o analoghi di
essi possono agire come molecole segnale. Molte risposte agli zuccheri pos-
sono essere regolate dalle alterazioni nel flusso dei medesimi o dai rapporti
con altri nutrienti. I livelli di zuccheri solubili, come glucosio e saccarosio,
possono regolare i processi di sviluppo che vanno dalla embriogenesi fino alla
senescenza. Essi influiscono sulla germinazione, la crescita, la formazione di
organi e tessuti adulti, ed aiutano a regolare la tempistica dei cambi di fase
come la progressione da fase giovanile ad adulta, con il passaggio a fioritura.
Esperimenti in vivo ed in vitro suggeriscono che livelli crescenti di zucchero
ritardano la germinazione dei semi e stimolano l’induzione della fioritura e
la senescenza in diverse specie di piante. Gli zuccheri possono controllare la
transizione fiorale regolando positivamente e negativamente l’espressione dei
geni dell’identità fiorale. Gli effetti pleiotropici degli zuccheri sulla transizione
fiorale dipendono dalla concentrazione degli zuccheri stessi, dalla fase di cre-
scita vegetativa e dal background genetico. Il glucosio ed il saccarosio sono i
carboidrati più conosciuti e studiati per quanto riguarda il loro assorbimento
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e la loro percezione all’interno delle cellule, ma in alcuni casi, diversi zuccheri
o analoghi di essi possono agire come molecole segnale. Molte risposte agli
zuccheri possono essere regolate dalle alterazioni nel flusso dei medesimi o
dai rapporti con altri nutrienti. Inoltre, le vie di risposta interagiscono mo-
strando numerose interferenze con altre vie. Per poter compiere un passo in
avanti verso la comprensione della relazione tra zuccheri e fioritura abbiamo
scelto di lavorare con Arabidopsis thaliana, ritenuta universalmente la specie
modello per la ricerca nel mondo vegetale. Abbiamo realizzato un protocollo
di studio diverso da quelli trovati in letteratura, caratterizzato da un meto-
do di operazione diretto sul punto di interesse: infatti, abbiamo testato le
reazione delle plantule effettuando i trattamenti proprio sull’apice caulinare,
somministrandovi poche micromoli di soluzione carboidratica. Questo pro-
cedimento è stato scelto dato che, al momento della fioritura, è ben noto
che avvengono movimenti di zuccheri dalle foglie verso l’apice: in tal mo-
do abbiamo cercato di monitorare localmente gli effetti delle prove. Inoltre,
abbiamo ampliato il range di zuccheri utilizzati oltre il glucosio, fruttosio e
saccarosio, ad altri carboidrati, tra cui alcuni analoghi non metabolizzabili,
per poter comprendere se esista una particolare classe (monosaccaridi o di-
saccaridi) specificamente legata all’induzione fiorale. La nostra ricerca ci ha
fornito risultati interessanti circa le reazioni delle plantule ai vari trattamenti.
Dal punto di vista fenotipico, si è reso subito evidente una differenziazione di
effetti sulla base della composizione chimica dello zucchero utilizzato: le plan-
tule che hanno mostrato una crescita vegetativa particolarmente rigogliosa
e prolungata nel tempo sono state quelle sottoposte a somministrazione di
zuccheri monosaccaridi, mentre quelle che sono fiorite anticipatamente (due
settimane prima del controllo) rispetto alle altre sono state quelle trattate
con disaccaridi. In parallelo, l’esposizione temporanea a luce continua, ri-
tenuto trattamento induttivo per antonomasia, ha dato lo stesso risultato,
mentre, il trattamento con freddo non sembra provocare risposte differenti
dal controllo probabilmente perché il momento e la modalità non sono stati i
più adatti ad innescare il processo di trasformazione. Dai livelli degli zuccheri
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liberi presenti negli apici, nelle foglie e negli steli, risulta poi evidente come
questo esperimento confermi l’effetto induttivo per eccellenza del trattamen-
to di long-day che provoca un forte accumulo iniziale di zuccheri soprattutto
negli apici. L’analisi degli zuccheri ha evidenziato che il giorno lungo provoca
un accumulo di zuccheri negli apici vegetativi dopo pochi giorni dal tratta-
mento, cosa che correla con la loro descitta capacità di indurre la fioritura.
In tutti gli altri casi, l’accumulo degli zuccheri non appare però mai essere
comparabile con il giorno lungo, anche se sono osservabili alcune differenze.
L’attività enzimatica nei tre organi considerati, dopo sette giorni dal ter-
mine del trattamento, ha mostrato una presenza di invertasi acide organo
specifica, legata sostanzialmente agli apici, con un livello molto alto per le
plantule trattate con fruttosio e 6dglucosio. Negli steli, i trattamenti sembra-
no aver represso l’attività di tale enzima, risultata molto minore rispetto al
controllo. Anche a livello citoplasmatico, le invertasi neutre sono state rileva-
te attivate negli apici da fruttosio e 6dglucosio. Negli steli, è stata notata una
netta distinzione tra monosaccaridi e disaccaridi rispettivamente per il loro
effetto induttivo e repressivo. L’accumulo di glucosio e fruttosio è correlabile
con il livello di attività enzimatica delle invertasi e della saccarosio sintasi
rilevato soprattutto in seguito ai trattamenti con fruttosio e 6dglucosio. La
saccarosio sintasi ha poi mostrato una presenza molto superiore rispetto alle
invertasi facendo supporre un suo coinvolgimento nel fenomeno della fioritu-
ra. Le invertasi e la saccarosio sintasi sono gli enzimi deputati alla scissione
del saccarosio per la produzione di fruttosio e glucosio. Le invertasi acide
comprendono le invertasi della parete cellulare e quelle vacuolari. L’attivi-
tà delle invertasi della parete determinano se una cellula è alimentata con
saccarosio o con esosi: quindi esse giocano un ruolo pilota nel controllo di
molti aspetti del metabolismo, della crescita e dello sviluppo delle piante.
Stimoli specifici possono attivare le invertasi della parete e quindi favorire
l’importo di saccarosio e l’amplificazione di segnali degli esosi. Una volta che
il saccarosio si trova all’interno delle cellule importatrici, il suo metabolismo
diventa importante per lo sugar sensing. Gli enzimi che scindono il saccarosio
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possono alterare lo sviluppo delle piante attraverso i segnali dello zucchero.
Gli esosi favoriscono la divisione e l’espansione cellulare, mentre il saccaro-
sio favorisce la differenziazione e la maturazione: questi effetti, insieme con
le informazioni derivate dalle analisi di numerosi sistemi, hanno portato ad
un’ipotesi di controllo del rapporto invertasi/saccarosio sintasi sui processi
di sviluppo e di passaggio dalle vie della invertasi a quelle della saccarosio
sintasi per la scissione del saccarosio. Diverse evidenze supportano l’idea che
il bilancio tra l’attività della invertasi e della saccarosio sintasi può alterare
il corretto svolgimento dello sugar signaling. L’elettroforesi bidimensionale
effettuata al fine di evidenziare le proteine presenti negli apici delle plantule
dopo sette giorni dai trattamenti ci ha fornito dei risultati importanti. Ad
una prima analisi abbiamo notato una certa comunanza di effetto tra il long-
day ed i monosaccaridi, non trovata invece quando le plantule sottoposte a
24 ore di luce continua vengono comparate con quelle trattate con disaccari-
di. Questa situazione sembrava contrastante con la manifestazione fenotipica
e l’attività metabolica osservate in precedenza. Allora abbiamo pensato di
intraprendere una linea di interpretazione diversa: anziché cercare proteine
espresse in comune tra i vari trattamenti risultati induttivi, vedere si ci po-
tessero essere spot presenti unicamente e specificamente negli altri casi. In
altre parole, ipotizzare non una via di induzione, bensì di repressione. Perché
i disaccaridi, che provocano la fioritura, non mostrano espressione di protei-
ne riconosciute come induttive? La nuova chiave di lettura ci ha permesso
di individuare spot indotti dai monosaccaridi, ma non dai polisaccaridi e da
freddo. In particolare, tali spot sono stati trovati presenti sui gel riferiti a
glucosio, 6dglucosio e fruttosio: tali zuccheri inducono l’espressione di alme-
no cinque proteine specifiche che potrebbero svolgere un’azione repressiva
e costituire un blocco al passaggio allo sviluppo riproduttivo. Tra i cinque
spot, tre sono a basso peso molecolare e quindi sono stati ipotizzati fattori
di trascrizione. Allora, è postulabile che questi tre fattori specifici operino
sull’espressione genica reprimendo l’attivazione dei geni deputati al passag-
gio a fioritura. La somministrazione di disaccaridi o la condizione di giorno
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lungo potrebbero alterare l’espressione di tali proteine e permettere così il
passaggio di fase.
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